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^3 (54) Title: STEM CELLS DERIVED FROM ADIPOUS TISSUE AND DIFFERENTIATED CELLS DERIVED FROM SAID 
^ CELLS 

<N (54) Titre : CELLULES SOUCHES ISSUES DE TISSU ADTPEUX ET CELLULES DIFFERENCTEES ISSUES DE CES CEL- 
^ LULES 

^ (57) Abstract: The invention relates to multipotent adult human stem cells which are characterized by the fact that they: i) have 
O significant telomerase activity; ii) are of HLA phenotype class I negative; iii) have a normal karyotype; iv) are able to become 
O quiescent; and v) are capable of sustained self-renewal during at least 130 doublings of the population. 

O (57) Abrege : L'invention concerne des cellules souches humaines multipotentes et adultes, caracterisSes en ce qu'elles pre* sentent: 
^ i) une activite* t61ome>ase significative, ii) un phenotype HLA Classe I n^gatif, iii) un caryotype normal, iv) une capacity a rentrer en 
^ quiescence, v) une capacity d'autorenouvellement conserved pendant au moins 1 30 doublements de population. 
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Cellules souches issues de tissu adipeux et cellules differenctees issues de ces cellules 

La presente Invention concerne des cellules souches multipotentes humaines, susceptibles 
d'etre isoiees a partir de tissus adipeux humains, ainsi que ['utilisation de ces cellules en 
therapie et en cosmetologie. invention concerne egalement une methode permettant d'isoler 
ces cellules souches a partir de tissu adipeux adulte humain, ainsi qu'une methode pour les 
differencier en cellules d'origine endodermique ou ectodermique ou mesodermique. Enfin 
I'invention concerne des methodes de criblage permettant d'identifier des agents susceptibles 
d'exercer un effet, soit sur la differenciation des cellules, soit sur le fonctionnement des cellules 
differenciees. 

La presence de cellules "souches" multipotentes adultes a ete mise en Evidence dans un grand 
nombre de tissus, par exemple la moelle osseuse, le sang, le foie, le muscle, le systeme 
nerveux, le tissu adipeux. Les cellules "souches" adultes, en th6orie capables 
d'autorenouvellement a Tinfini, possddent une grande plasticity cellulaire, c'est S dire Taptitude 
a se differencier en d'autres tissus que ceux auxquels on les croyait destinies. Les proprietes 
de ces cellules, similaires & celles des cellules "souches" embryonnaires (ES), ouvrent des 
perspectives therapeutiques considerables, d'autant plus que leur utilisation ne pose pas les 
prob!6mes de compatibility etd'ethique, rencontres avec les cellules ES. 

Malheureusement, & I'heure actuelle, leur application medicale (transplantation) reste fortement 
limitee, essentiellement pour deux raisons : 

- premterement, il est tr£s difficile d'isoler ces cellules. En effet, les cellules "souches" sont 
. tr£s rares dans I'organisme et a ce jour on dispose de peu de connaissances sur celles-ci, 
notamment en termes moieculaires, ce qui rend leur purification impossible directement. II 
existe par exemple une methode d'enrichissement en cellules multipotentes (population 
appeiee «SP » pour « Side Population ») bas6e sur la capacity a exclure un colorant vital 
(Goodell MA et a/.(1996), J Exp Med, vol 83, 1797-1806; Zhou S et a/. (2001) Nature 
Medecine, vol 7, 1028-1034). D'autres methodes impliquent une selection positive ou 
negative, basee sur la presence ou I'absence de marqueurs cellulalres. Par exemple, la 
demande de brevet internationale WO 01/11011 decrit la depletion de cellules de moelle 
osseuse en cellules CD45+ glycophorin A+, suivie par la mise en culture es cellules CD45- / 
GlyA- en presence de facteurs de crolssance. Une methode similaire est decrite par Reyes 
et al (Blood, Novembre 2001, vol. 98, n° 9, 2615-2625). 
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- deuxfemement, ['amplification pr6alab!e de ces cellules £ I'ytat indiff6renci§ in vitro presents 
un probteme majeur. 

Si de nombreux investigateurs ont pu mettre en Evidence avec succes la presence de cellules 
humaines multipotentes dans un grand nombre de tissus, aucun d'entre eux n'a pu maintenir 
ces cellules, in vitro, a I'ytat indifferencte, au-dete de 50 a 80 doublements de population. Or, la 
capacity d'autorenouvellement est un indice doublement important : d'une part, en raison du 
nombre tr&s limits de cellules souches pr6sentes naturellement dans les tissus adultes, une 
quantity de cellules souches suffisante pour une utilisation th6rapeutique ne peut §tre obtenue 
que si I'on peut les multiplier in vitro tout en conservant leur caracteristiques d'origine. D'autre 
part, la capacity d'autorenouvellement est en relation ytroite avec la definition m§me de la 
cellule souche veritable (qui est immortelle) et done peut Stre indirectement corr6)6e £ une 
plasticity cellulaire ytendue. II est done tres souhaitable d'isoler des cellules multipotentes ayant 
une capacity d'autorenouvellement conserv6e au dela de 100 doublements de population. 

La demande de brevet Internationale WO 01/11011 (au nom de Furcht, Verfaillie et Reyes) 
d£crit des cellules humaines multipotentes isotees a partir de la moelle osseuse. Ces cellules 
ont un caryotype normal, un phSnotype HLA Classe I n6gatif, et peuvent Stre maintenues en 
culture in vitro jusqu'y 40 doublements de population. N6anmoins, quelques rares cellules 
peuvent atteindre 70 doublements de population. Les auteurs indlquent que ces cellules 
peuvent se differencier en cellules du lignage m6sodermique, par exemple en osteoblastes, en 
chondroblastes, en adipocytes et en myocytes, et ygalement en cellules du lignage 
ectodermique et du lignage endodermique. Ces cellules 6tant cependant capables d'un nombre 
de divisions limits, les auteurs sugg§rent, pour permettre la production de quantity importante 
de cellules, d'y introduire un g£ne hSterologue codant pour la t6lom6rase. Ce gene h£t6rologue 
doit etre excise avant toute utilisation en transplantation. Cette technique d'immortalisation 
reversible demeure n6anmoins fortement contestee. En effet, il subsists un risque de 
transformation maligrte des cellules au cas oil Ton introduit une activity tyiomyrase exogyne £ 
un niveau d'expression non-physiologique et non-contr6iy par la cellule (Wong Jing et al., 
Nature, 405, juin 2000, 755-756). Des travaux similaires sont egalement dycrits par Reyes et al 
(Blood, Novembre 2001, vol. 98, n° 9, 2615-2625). 

Jiang et al (Nature, Advance Online Publication 20 June 2002, doi:10.1098/nature00870) 
dycrivent la production de cellules multipotentes de souris et de rat qui peuvent etre maintenues 
en culture in vitro, au-dela de 100 doublements de population. Les auteurs font ygalement 
reference a une population multipotente humaine qui aurait pu etre maintenue in vitro au-dete 
de 80 doublements de population. Ceci ytant, aucune information compiymentaire n'est donnye 
au sujet de ces cellules humaines. 



WO 2004/013275 



3 



PCT/FR2003/002439 



Qu-Petersen et al (J. Cell Biol. 157, 5, 2002, 851-864) rapportent I'obtention de cellules 
multipotentes murines a partir de tissu musculaire. Ces cellules, appelees « MDSC » (« Muscle 
Derived Stem Cells »), ont un caryotype normal et presentent une capacite 
d'autorenouvellement tout en conservant leur multipotentialite pendant environ 30 doublements 
de population. Elles peuvent se differencier en cellules appartenant a differents lignages. Cecl 
etant, le caractere multipotent disparaTt au-dela de 40 doublements de population, stade auquel 
les cellules deviennent s6nescentes et meurent. Ces travaux suggerent fortement que ces 
cellules multipotentes ont un comportement immunologique privilegie. En effet, I'injection de ces 
cellules dans des muscles de souris dystrophiques, immunotogiquement differentes de celles 
dont sont issues les cellules MDSC, conduit a une regeneration importante du muscle, et ce en 
I'absence de substances immunosuppressives type cyclosporine. De facon surprenante, les 
auteurs constatent que la transplantation ne provoque pas d'infiltration du tissu par des 
lymphocytes CD4* et CD8 + de la souris greffee. Cette tolerance est expliquee. du moins en 
partie, par le phenotype MHC Classe I negative des cellules MDSC. Ce travail montre done que 
les cellules MDSC ne sont pas reconnues par les lymphocytes T du receveur. qui est pourtant 
incompatible immunologiquement, et suggerent ainsi une utilisation adaptee de ces cellules en 
allo-transplantation. Cette etude n'a pas ete etendue a des cellules humaines. 

Deux hypotheses peuvent etre proposees pour expiiquer la capacite limitee 
d'autorenouvellement presentee par les differentes cellules multipotentes isolees jusqu'a ce 
jour: 

- d'une part on peut supposer que ces diverses etudes n'ont pas ete menees sur des cellules 
"souches " veritables mais plutdt sur des precurseurs intermediates. Cette hypothese est 
d'autant plus fondee que les cellules "souches" peuvent etre facilement confondues avec 
les precurseurs en terme de plasticite. De plus, la contamination de la culture par les 
precurseurs est facilitee par I'abondance de ceux-cl. comparee aux cellules "souches", mais 
leur duree de vie est par contre limitee ; 

- d'autre part, on peut egalement envisager que les cellules "souches" n'ont pu etre 
maintenues in vitro a I'etat indifferencie car les conditions de cultures etaient inadaptees. 

II est egalement a noter que, a ce jour, un grand nombre des methodes mises en ceuvre pour 
obtenir des cellules multipotentes, emploie comme source cellulaire. la moelle osseuse. Or, le 
prelevement de cellules de moelle osseuse est une operation delicate, impliquant des risques 
pour le patient, et representant une source de cellules souches peu abondante. II s'agit done 
d'une technique peu appropriee pour une production de cellules souches a grande echelle. 
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Plusleurs equipes d'investigateurs ont done tente de mettre au point des methodes permettant 
d'isoler des cellules multlpotentes a partir d'autres tissus plus abondants, et etant depourvus de 
risques majeurs pour les patients. De ce point de vue, le tissu adipeux constitue a priori une 
source prometteuse. Ceci etant, jusqu'a ce jour, bien que la presence de cellules multlpotentes 
ait ete mise en evidence dans le tissu adipeux humain, les resultats sont relativement 
decevants. En effet, les populations cellulaires ainsi obtenues sont souvent heterogenes et ne 
peuvent etre maintenues en culture in vitro au-dela de deux ou trois doublements de population. 
En outre, a ce jour, aucun investigateur n'a rapporte la production, a partir de tissu adipeux 
humain, de cellules multipotentes ayant un phenotype HLA Classe I negatif. Cette 
caracteristique, non-requlse pour une utilisation en autogreffe, devient absolument 
indispensable si ces cellules sont destinees a une utilisation therapeutique plus etendue, en 
particulier en allo-transplantation. 

Par exemple, les demandes de brevet WO 01/62901 (au nom de Artecel Sciences Inc) et EP 
1 077 254 (au nom de Zen Bio Inc) decrivent I'obtention, a partir de tissu adipeux, de 
populations de cellules stromales, a caractere multipotent. Ces populations sont heterogenes 
et contiennent entre autres des pericytes, des cellules endothelials et des cellules de muscle 
lisse (voir Erickson et at.. Biochem. and Biophys. Res. Com. 290. 763-769, (2002)). Leur 
capacite d'autorenouvellement est extremement limitee, et une analyse de 1'expression des 
marqueurs de surface conflrme qu'elles sont HLA Classe I positif. Les caracteristiques de ces 
populations cellulaires sont done difficilement compatibles avec une utilisation en therapie. 

La demande de brevet americain US 2002/0076400 (Katz et al.) et la demande de brevet 
intemationale WO 00/53795 (au nom de I'University of Pittsburgh et des Regents of the 
University of Califonia) decrivent egalement I'obtention de populations cellulaires multlpotentes 
a partir de tissu adipeux humain. Ces populations de cellules peuvent etre differenciees en 
adipocytes, en osteoblastes, en chondrocytes et en myocytes. Selon les auteurs, elles peuvent 
etre maintenues en culture in vitro pendant au moins 15 transferts cellulaires sans perdre leur 
caractere multipotent. Aucune donnee sur le doublement de population correspondent n'est 
donn6e. Avant de soumettre les cellules & des transferts successifs, une activity telomerase est 
detectee dans cette population, pourtant heterogene. Cette activite n'a pas ete mesuree apres 
transferts successifs. Aucune analyse de marqueurs de surface n'a et§ effectuee. L'expression 
d'antigfenes HLA Classe I n'a done pas ete determinee. 



La presente invention permet de rem6dier aux inconvenients des techniques precedemment 
decrites. 
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En effet, les presents inventeurs ont mis au point une methode permettant d'isoler de fa?on 
reproductible, des cellules "souches" multipotentes & partir de tissu adipeux de jeunes enfants 
et de les multiplier, a 1'6tat indifference, en grande quantity in vitro pendant plus de 200 
doublements de population. Leur utilisation thSrapeutique devient alors possible. L'invention a 
pour objet principal, le proc&te de production de cellules souches a partir de tissu adipeux, 
ainsi que I'utilisation des cellules souches obtenues. 



Dans le contexte de la presente invention, les termes suivants signifient : 



autorenouvellement : la capacity de se diviser sans alferer les caracteristiques 

initiates de la cellule. 



cellule souche : 



cellule multipotente ayant une capacity d'autorenouvellement 
elevee, ayant une activity telomerase, et etant capable de 
rentrer en quiescence. 



cellule souche aduite ; 



cellule souche autre qu'une cellule souche embryonnaire, 
provenant par exemple d'un nouveau n6, d'un enfant ou d'un 
aduite. 



multipotent ou multipotentiel : capable de se differencier en au moins deux types cellulaires. 



quiescent : 



la capacity d'une cellule de rester dans un 6tat de non- 
proliferation et de non-s6nescence. 



Plus particulierement, l'invention concerne un procedS d'obtention de cellules souches 
humalnes multipotentes a partir de tissu aduite, notamment k partir de tissu adipeux aduite. Ce 
proc&te comprend, comme premiere etape, la mise en culture de cellules provenant d'un 
pr^levement de tissu, de preference de tissu adipeux aduite. D'autres types de tissu qui 
peuvent etre utilises incluent les muscles, la moelle osseuse, le foie, le sysfeme nerveux. Aprds 
12 heures de culture, les cellules sont s6par6es en deux sous-populations en fonction de leur 
Vitesse d'adh6sion, une premiere population cellulalre dite « CA » adhSrant en moins de 12h, et 
une deuxteme population cellulaire dite « CS » adh6rant plus lentement et se trouvant apr§s 12 
heures de culture, en suspension dans le milieu de culture. La population « CA » est ensuite 
enrichie jusqu'& I'obtention d'une population de cellules capables de rentrer dans un 6tat de 
quiescence. A partir de ce stade, une proliferation intensive des cellules souches de la 
population « CA » peut etre alors induite. 
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Selon une variante pr6fer6e de rinvention, le procede d'obtention de cellules souches humaines 
multipotentes, comprend les Stapes suivantes : 

a) digestion enzymatique d'un preievement de tissu adipeux, 

b) recuperation d'une fraction cellulaire d6pourvue d'adipocytes, contenant tous les types 
cellulaires presents dans la preparation obtenue selon (a), a I'exception des adipocytes, 

c) culture in vitro pendant au moins 12 heures, de la fraction cellulaire obtenue selon l'6tape 
(b). 

d) selection de deux sous-populations cellulaires, dites population « CA » et population 
« CS », la population CA presentant une vitesse d'adhesion inferieure & 12 heures, et la 
population « CS » pr6sentant une vitesse d'adh6sion superieure a 12 heures, 

e) enrichissement de la population « CA » jusqu'a I'obtention d'une population de cellules 
capables de rentrer dans un etat de quiescence, 

f) eventuellement, induction d'une proliferation accrue des cellules souches de la population 
« CA », par exempie par addition d'un facteur de croissance. 

La Figure 19 presente un schema d'une variante preferee du procede de Invention. 

Efape (a) : digestion enzymatique d'un pr6levement de tissu adipeux : 

L'etape de digestion enzymatique est de preference effectuee par mise en contact du 
preievement de tissu adipeux avec une preparation enzymatique telle que la collagenase 
pendant une duree courte , c'est-a-dire maximum 10 minutes, et plus preferablement de 5 a 10 
minutes, ou encore de 5 a 8 minutes. Ceci permet une dissociation complete du tissu tout en 
evitant d'endommager certains types cellulaires, et conduit done a une meilleure viabilite de 
tous les types cellulaires. 

En ce qui concerne la nature du tissu adipeux, il provient de preference d'un individu sain, 
preferentiellement d'un jeune enfant sain, age de preference de moins de 10 ans, par exempie 
d'un nouveau-ne ou d'un enfant age de 2 ou 3 mois S 8 ans. II peut s'agir d'enfants de sexe 
masculin ou f6minin. 

L'3ge du donneur semble etre un point important. En effet, un certain nombre de donnees 
obtenues a partir de cellules "souches" hematopoTetiques suggere fortement que les cellules 
"souches", non seulement diminuent en nombre avec I'age de Hndividu mais subissent 
egalement un processus de vieiilissement se traduisant par une perte de fonctionnalite (Geiger 
H et Van Zant (2002), Nature, vo!3, n°4, 329-333). 
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Si Ton extrapole ces donnSes, le tissu adipeux de jeunes enfants, semble constituer une source 
de cellules "souches" plus abondantes et plus fonctlonnelles que le tissu adipeux d'indlvidus 
adultes. 

Le preievement de tissu adipeux peut provenir de n'importe quel site anatomlque, mais est 
preferentiellement un preievement de tissu d'origine extramedullar, provenant plus 
particulterement de la region ombilicale ou de la region pubienne ou de la region inguinale ou 
de la region p6rin6ale ou de la region abdominale ou de la region sous-cutan6e. Les regions 
pubienne, pr6-pubienne, inguinale et ombilicale sont plus particulterement pr6fer6es. 

Etape (b) : recuperation d'une fraction celluiaire depourvue d'adipocytes : 
Le tissu adipeux ayant subi une digestion enzymatique est ensuite traite pour retirer les 
adipocytes. On r6cup£re alors une fraction celluiaire depourvue d'adipocytes, contenant tous 
les types ceilulaires presents dans le tissu adipeux (par exempie pr6adipocytes, cellules 
souches, cellules endothelials, pericytes, mastocytes...), 2> I'exception des adipocytes. 

L'eiimination des adipocytes peut etre effectuee par tout moyen approprie. La centrifugation est 
particulterement efficace, puisque toutes les cellules d'inter§t se trouvent dans le culot de 
centrifugation tandis que les adipocytes flottent dans le surnageant. 

11 est important de noter que cette etape de la procedure est effectuee sans filtration, permettant 
ainsi de conserver en culture tous les types ceilulaires, autres que les adipocytes. En effet, 
dans les techniques classiquement decrites de preparation celluiaire £ partir de tissus adipeux, 
on proc&Je generaiement a des etapes de filiations successives ou non, selon les auteurs, et 
ceci avant ou apr£s la centrifugation, afin d'eiiminer les dechets. Cette etape cependant risque 
d'entrainer la perte de certains types ceilulaires, 

Etape (c) : culture in vitro : 

La fraction celluiaire obtenue lors de I'etape (b) est ensuite mise en culture pendant au moins 

12 heures, et de preference pendant 12 a 80 heures, par exempie 12 a 72 heures. 

Pour cette etape de la procedure, Tensemencement des cellules est effectue £ une density 
comprise entre 1000 et 5000 cellules /cm 2 , par exempie 1000 & 3500 cellules /cm 2 . En effet, les 
cellules multipotentes sont peu representees, en comparaison aux autres types ceilulaires, et 
un ensemencement a haute denslte permet done de s'assurer que chaque boite contient ce 
type de cellule. 
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Le milieu de culture utilise pour cette 6tape du procedd est normalement un milieu de culture 
type DMEM, additionne de s£rum foetal sans ajout d'autres facteurs de croissance. Par 
exemple, un milieu particulierement approprte est le suivant : DMEM+ 10 % de s6rum de veau 
foetal d6compl6mente + antibiotiques (100 U/ml de penicilline, 100 \xq I ml de streptomycine). 

Le rendement cellulaire & cette 6tape est variable selon les pavements : de 1000 & 5000 
cellules par mg de tissu, 

Etape (d) : selection de deux sous-populations cellulaires : 

L'Stape d'enrichissement en cellules souches multipotentes debute par la separation, au d6but 
de la mise en culture selon l'6tape (c) t de deux sous-populations cellulaires en fonction de leur 
vitesse d'adh^sion : 

- une population cellulaire dite CA adhSrant en moins de 12h 

- une population cellulaire dite CS adhSrant plus lentement (de 48 & 72h). 

La population CS se trouve apr6s 12 heures de culture, en suspension dans le milieu de 
culture, alors que la population CA adhere aux boites. 

Les cellules "souches" se retrouvent uniquement dans la sous-population CA alors que la 
deuxteme sous-population contient des pr6curseurs muitipotents qui meurent aprSs environ 60 
doublements de population. Bien que la population CS ne puisse done §tre utilis6e pour la 
production de cellules souches, elle peut n6anmoins etre utilis6e pour d'autres applications. En 
effet la population CS presente les caractSristiques suivantes : 

i) elle est multipotente, 

H) elle a un phenotype HLA Classe I n6gatif, 

iii) elle a un caryotype normal, 

jv) elle prSsente une capacity d'autorenouvellement conserve pendant environ 40 a 60 

doublements de population 
v) sa vitesse de proliferation n'est pas affectee par ie « Leukemia Inhibitory Factor » (LIF). 

Cette population cellulaire se pr&te done a des utilisations th§rapeutiques et cosm6tiques 
comparables a celles habituellement connues pour des cellules multipotentes de Tart anterteur. 

L'6tape de selection de la population adh6rant rapidement (population CA) est importante 
puisqu'elle permet, des la mise en culture, de moins diluer les cellules "souches" par rapport a 
la masse des differentes cellules pr6curseurs, en faisant une premiere selection. 
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Etape (e) : enrichissement en cellules souches : 

Les populations CA et CS sont ensuite mises en culture dans des conditions identiques. Pour la 
population CA, cette mise en culture permet d'obtenir un enrichissement important en cellules 
souches. Cette etape d'enrichissement est basee sur le fait que les precurseurs ont une duree 
de vie limitee par rapport aux cellules souches (en theorie immortelles). Lors des premiers 
doublements de population, les precurseurs vont se multiplier beaucoup plus rapidement que 
les cellules souches, puis ceux-ci vont commencer & mourir, jusqu'au stade 50 & 80 
doublements de population. A ce stade, la population est fortement enrichie en cellules 
souches. 

Lors de cette etape, chaque transfert ceilulaire est effectue lorsque les cellules arrivent S 80% 
de confluence et I'ensemencement est effectue a haute density, c'est-&-dire e une density 
comprise entre 1000 a 5000 cellules / cm 2 , de preference entre 1000 S 3500 cellules / cm 2 , et 
plus particulterement entre 2000 et 2500 cellules / cm 2 . 

A chaque transfert ceilulaire, les cellules sont dilutes par 2 ou par 3 au maximum, pendant 
environ 50-80 doublements de population (stade auquel la population CA est fortement enrichie 
en cellules "souches" et ou la population CS meurt, ce qui correspond e la mort des 
precurseurs). Cette etape est indispensable si on emet I'hypothese que la vraie cellule 
"souche", qui est une cellule quiescente & retat normal, se divise plus lentement qu'un 
precurseur. Une dilution superieure des cellules au cours des Stapes de trypsinisation pourrait 
entrainer le risque de perdre ces cellules multipotentes dans certaines boites de culture. 

Apres environ 50 a 80 doublements de population (par exemple 60 doublements de population), 
la population CS prSsente les caracteristiques d'une population s§nescente (perte du potentiel 
proliferatif et perte de la multipotentialite) et meurt. Par contre la population CA, & ce mgme 
stade, prolifere plus lentement compare aux premiers doublements de population (temps de 
doublement de population d'environ 72 heures, compare e un temps moyen de doublement 
d'environ 36 heures initialement), et est capable de rentrer en quiescence. 

La population CA peut etre consideree comme ayant atteint la quiescence lorsqu'elle presente 
les caracteristiques suivantes : 

■ arr§t spontane de la proliferation a 70% de confluence environ ; 

» la confluence peut etre atteinte & ce stade en presence de bFGF ou autres facteurs de 
croissance. Une diminution du temps de doublement de population de 72 heures 
environ a 36 heures environ peut §tre observee ; 

■ Teffet du bFGF ou autres facteurs de croissance sur le temps de doublement est 
reversible 
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En outre, la mesure de I'activite X-ga! endogene d£terminee a pH 6 dans la population CA est 
negative (inferieur a 0.05 %), conflrmant que cette population est a i'etat quiescent et non 
senescent. 

Le milieu de culture employe pour cette Stape d'enrichissement est typlquement un milieu sans 
facteurs de croissance rajoute> par exemple le milieu de culture DMEM+ 10% de s£rum de veau 
foetal decompfemenfe + antibiotiques (100 U/ml de p6nicilline, 100 ng/ml de streptomycine). 

Stade (f) : induction de proliferation des cellules souches a l'6tat indifference : 
Apr6s avoir atteint la quiescence, la proliferation des cellules de la population CA est induite par 
trypsinisation et dilution des cellules dans de nouvelles boites. De preference, les cellules sont 
soumises & un traitement & la trypsine a 80% de confluence et dilutes de 2 a 10 fois, de 
preference de 5 a 10 fois, dans de nouvelles boites de culture identiques. 

L'ajout d'un facteur de croissance a ce stade, par exemple le facteur de croissance 
fibroblastique basique (bFGF), le PDGF , I'EGF, le NGF ou le SCF permet la proliferation 
intensive des cellules "souches" de la population CA. L'ajout de bFGF humain a ce stade est 
particulterement pr£fer6. 

L'addition de facteurs de croissance tel que le bFGF, incorpor£ par exemple & une 
concentration d'environ 3 a 20 ng/mi de milieu, particulierement 5 £ 10 ng/ml, permet non 
seulement de r6duire de moitte le temps de doublement de population (par exemple le temps 
de doublement de population sans bFGF est d'environ 72 heures, alors qu' avec le bFGF il est 
d'environ 36 heures, mais elie permet £galement a la population d'atteindre la confluence. En 
effet sans facteurs de croissance, la proliferation d'une population quiescente de cellules 
souches de ['invention peut etre provoquSe par trypsinatlon et dilution, mals la proliferation 
s'arretera spontan6ment £ 70 % de confluence environ. Dans la mesure oCi la confluence est un 
6tat indispensable in vitro pour initier la differentiation de nombreux types cellulaires, I'utilisatlon 
de facteurs de croissance tel que le bFGF doit 6tre prevue pour la production in vitro de ce type 
de cellule difference. 

Cette Stape du proc6d6 se distingue clairement des proced£s de I'art anferieur. En effet, selon 
le proc£d6 de I'invention, les facteurs de croissance tel que le bFGF ne sont utilises qu'aprSs 
avoir obtenu une population capable de rentrer en quiescence. Par contraste, le bFGF est 
gen£ralement utilise des la mise en culture des cellules fraichement Isoldes (Tsutsumi S et aL, 
Biochemical and Biophsysical Research Communications 288,413-419 (2001)). Cette utilisation 
tres pr£coce du bFGF a un effet pervers car il stimule, non seulement la proliferation des 
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cellules "souches" veritables mais egalement de tous les precurseurs. Cecl a pour consequence 
d'accroitre davantage le rapport precurseurs/ cellules "souches", se traduisant par la perte par 
dilution de ce type cellulaire rare. Selon I'invention, le point novateur est d'utiliser le bFGF 
lorsque la masse des precurseurs a disparu et que la population, fortement enrichie en cellules 
"souches", devient quiescente. 

^induction de la proliferation des cellules souches permet de produire des quantites 
importantes de ces cellules multipotentes. Les cellules ainsi produites peuvent etre r6cup6r6es 
des milieux de culture en utilisant des methodes classiques. 

En resume, le proc6de de I'invention comporte plusieurs elements novateurs permettant 
d'optimiser la production de cellules souches : 

- une digestion rapide par une preparation enzymatique telle que la collagenase (etape (a)) qui 
permet une dissociation complete du tissu tout en evitant d'endommager certains types 
cellulaires, 

- I'absence d'etapes de filtratlons dans l'6tape (b), pour eviter de perdre sur les filtres certains 
types de cellules, 

- I'ensemencement des cellules a haute densite lors des Stapes de culture (d) et (e). En effet, 
les cellules multipotentes sont peu representees, en comparaison aux autres types 
cellulaires, 

- J'isolement de 2 sous-populations « CA » et « CS » en fonction de leur vitesse d'adhesion, 

- I'utilisation tardive d'un facteur de croissance tel que le bFGF, aprfcs que les cellules solent 
devenues quiescentes (etape f). 

En mettant en oeuvre le procede de I'invention, les presents inventeurs ont etabli plusieurs 
lignees multipotentes humaines a partir de tissu adipeux de jeunes enfants. La technique de 
I'invention a ete validee sur plusieurs preievements de tlssus adipeux, par exemple celles 
indiquees le Tableau I (voir Exemples cktessous). 

Les cellules de I'invention pr§sentent de nombreuses caracteristiques des cellules souches, par 
exemple : capacite a rentrer en quiescence ; sortie de la quiescence induite par le bFGF ou 
autres facteurs de croissance, se traduisant par une reprise intense de la proliferation (effet 
reversible de ces facteurs de croissance, secretes in vivo dans I'organlsme lors de dommage 
corporels) ; maintien de la multipotentialite pendant un nombre 61eve de doublements de 
population ; une activite teiomerase significative ;un caryotype normal. 
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Plus particulierement, les cellules de I'invention sont des cellules souches adultes humaines et 
muitipotentes, caracterls6e en ce qu'elles presentent : 

i) une capacity d'autorenouvellement conserve pendant au moins 80 doublements de 
population, et de preference pendant au moins 100 doublements de population, 

ii) une activite telomerase significative, 

iii) un phenotype HLA Classe I negatif, 

iv) un caryotype normal, 

v) une capacity a rentrer en quiescence. 

La capacite d'autorenouvellement des cellules de ['invention est conservee pendant au moins 
80 doublements de population, de preference au moins 100 ou 130 doublements de population, 
et plus particulierement pendant au moins 200 doublements de population. Ceci signlfie que les 
cellules de I'invention sont capables de sublr au moins 80 ou 130 ou 200 doublements de 
population sans perdre leurs caracteristlques d'origine. En d'autres termes, la multipotentialite, 
l'activite telomerase, le phenotype HLA Classe I n6gatif, le caryotype normal et la capacite a 
entrer en quiescence sont conserves pendant tous ces doublements de population. 

L'activite telomerase des cellules de I'invention, mesurable en mettant en oeuvre des 
techniques conventionnelles, est particulierement importante. En effet, en conformite avec la 
definition de la cellule "souche" de Watt et Hogan (Science, vol 287, February 2000), I'activite 
telomerase signifie normalement que les cellules obtenues seraient capables 
d'autorenouvellement e I'lnfini. L'activite telomerase est uniquement presente dans les cellules 
embryonnalres et, chez I'adulte, dans les cellules tumorales et les cellules "souches". Cette 
activite confirme done qu'il s'agit bien de cellules souches. 

Le niveau d'activite telomerase endogene des cellules de I'invention correspond de preference 
a au moins 20 %, par exemple 20 a 50 % de l'activite telomerase d'une lign6e cellulaire de 
reference, plus particulierement 22 e 50 %. La Iign6e de reference est typiquement une Iign6e 
transformee ayant une activite telomerase endogene, telle que la lignee humaine transfomrtee 
HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 immortalise par PAg T). Cette activite peut etre 
mesuree a n'importe quel stade. Elle est de preference mesuree au-dela de 30 ou 40 
doublements de populations, par exemple au stade de la quiescence apr6s environ 60 
doublements de populations. 

En ce qui concerne les caracteristiques immunologiques des cellules de I'invention, elles sont 
differentes d'une cellule somatique classique. En effet, ces cellules n'expriment pas de 
molecules du systeme HLA de classe I en surface (confirme par des analyses de cytometrie de 
flux), ni de HLA Classe II en surface. Les molecules du systeme HLA de classe I presentent les 
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peptides antigeniques du soi et du non sol aux lymphocytes T cytotoxiques CD8 + , d'oCi leur role 
critique dans les reactions de rejet de greffes. L'absence de surface des molecules HLA de 
classe I laisse supposer « I'universalite » des cellules souches de 1'invention en transplantation. 
Ces cellules pourraient etre utilisees en allotransplantation sans aucun risque de rejet de la part 
de I'hote, independamment de son genotype. 

Le phenotype HLA Classe I et / ou Classe il n6gatif peut etre analyst par toute technique 
conventionnelle. II est de preference mesure au-dete de 30 ou 40 doublements de populations, 
par exemple au stade de la quiescence vers 60 doublements de populations, ou & un stade 
tardif c'est-a-dire au-dei& de la quiescence, par exemple a 100 ou 120 doublements de 
population. En effet, pendant les premiers doublements de population, ['expression de surface 
des molecules HLA de Classe I est faible mais significative, puis disparait d des stades tardifs 
(par exemple au-dete de la quiescence entre 50 et 80 doublements de populations), 
correspondant au stade de la disparition des precurseurs prScoces. 

Dans le contexte de I'invention, ('expression « HLA negatif » signifie que les cellules souches de 
I'invention presentent un niveau d'expression de surface de molecules HLA de Classe I non- 
detectable par cytometrie de flux par simple marquage (utilisation d'un fluorochrome). 
Pr6ferentiellement, les cellules « HLA negatif » de I'invention presentent egalement un niveau 
d'expression de surface de molecules HLA de Classe II non-detectable par cytometric de flux 
par simple marquage. 

En outre, gr§ce & un phenomene de comportement immunitaire privil§gie, les cellules de 
I'invention, £ I'etat differencie, n'induisent vraisemblablement pas de reaction de rejet chez un 
hdte, independamment de son genotype. 

Les cellules de I'invention presentent un caryotype normal, confirmant qu'elles ne sont pas 
transform6es. 

A I'etat normal, les cellules de I'invention sont quiescentes (Blau HM et al, Cell, 105, 829-841, 
June 29, (2001)) et se remettent a proliferer en presence de bFGF. La quiescence est une 
caracteristique propre aux cellules souches. En effet, au-deia d'un certain nombre de 
doublements de populations, les cellules «non-souches » arrivent a la senescence. L'etat de 
quiescence peut, en theorie, etre maintenu indeflniment. Pour les cellules de I'invention, les 
inventeurs ont maintenu cet etat pendant des periodes allant jusqu'a un an. La proliferation peut 
ensuite etre induite par trypsination et dilution, eventuellement accompagne de I'ajout d'un 
facteur de croissance. A quiescence, les cellules de 1'invention s'arretent de proliferer 
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spontan6ment, avant d'atteindre la confluence, par exemple entre 50% et 90% de confluence, 
plus particulidrement entre 60 % et 70 % de confluence. 

Une caracteristique importante des cellules de I'invention est leur multipotentialit6.*Elles sont en 
effet capables de se differencier en au moins deux types cellulaires. Plus partlculterement, elles 
sont capables de se differencier en cellules d'origine endodermique (par exemple le foie) ou 
ectodermique (cellules nerveuses : astrocytes, oligodendrocytes et neurones) ou encore 
rrfesodermique. Comme exemples de cellules du lignage mSsodermique, Ton peut citer les 
adipocytes, les osfeoblastes, les myocytes, les cellules endothelials et les chondrocytes. 

II a notamment §te demontr6 que les cellules de I'invention, meme a des stades tardifs, sont 
capables de se differencier en adipocytes fonctionnels (d6montr6 par lipolyse, activity GPDH, 
marqueurs adipocytaires), en osfeoblastes fonctionnels (d6montr6 par presence de marqueurs 
osteoblastiques et calcification de la matrice extracellulaire), en myocytes fonctionnels, et en 
cellules endothelials. Cette differentiation peut avoir lieu in vitro et in vivo. 

II a notamment 6te demontre que les cellules « CA » de Tinvention, ont, au niveau clonal, la 
capacity de se differencier en adipocytes, en osfeoblastes, en myocytes, et en cellules 
endothelials, c'est-S-dire chaque cellule CA de I'invention est capable de se differencier en 
ces quatre types cellulaires. Contrairement aux cellules adipocytaires, osfeoblastiques et 
myocytaires qui appartiennent au "Limb bud mesoderm", les cellules endothelials d6rivent du 
mesoderme visceral. Les cellules de I'invention ne sont done pas limifees a une differentiation 
en cellules du lignage mesenchymateux, mais peuvent se differencier plus g§n6ralement en 
cellules du lignage m6sodermique. 

Les inventeurs ont investigue la presence de marqueurs sur les cellules souches de I'invention. 
lis ont constats qu'elles expriment les facteurs de transcription Oct-4 et Rex-1, et TantigSne de 
surface ABCG2 (transporter ABC responsable du ph6notype « SP » : Zhou S et al., Nature 
Medicine, 7, n° 9, Sept 2001, 1028-1034). Les facteurs de transcription Oct-4 et Rex-1 sont 
exprinrfes specif iquement dans les cellules souches embryonnaires de souris et humaines. Oct- 
4 est indispensable au maintien de la pluripotentialite des cellules souches embryonnaires de 
souris. II a ete montre egalement que Oct-4 est exprime par les cellules souches embryonnaires 
humaines. 

II a egalement ete observe que les cellules souches de I'invention ne r6agissent pas au 
« Leukemia Inhibitory Factor » (LIF), a des concentrations d'environ 10ng/ml. Le LIF ne produit 
aucun changement de morphologie ou de proliferation des cellules. Conforrrfement aux 
r6sultats obtenus par d'autres investlgateurs avec des cellules souches humaines, notamment 
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des cellules souches embryonnaires, il peut done etre condu que les cellules de ('invention 
n'expriment vraisemblablement pas le recepteur pour le LIF (« LIF-R »), et sont done LIF-R 
negatif. 

De preference, les cellules de invention, apres avoir atteint la quiescence, presentent de fagon 
stable le phenotype suivant in vitro : 

HLA classe I negative, 

HLA classe I! negative, 

CD3 negative, 

CD1 3 positive, 

Oct-4 positive, 

Rex-1 positive, 

ABCG2 positive! 

Ces caracteristiques phenotypiques s'associent & un caryotype normal, et a une activity 
teiomerase significative. De preference les cellules sont egalement LIF-R negatives. Ce 
ph6notype est conserve in vitro de fagon stable, c'est-3-dire en I'absence ou en presence de 
FGF-2, et £ des concentrations de s6rum de veau fcetal qui peuvent d§passer 10%. Le 
phenotype est egalement conserve e des densites d'ensemencement eievees, et au-delS de 
140 doublements de populations. 

Le temps de doublement des populations cellulaires de I'invention varie en fonction de la 
proportion de cellules souches presentes. Par exemple, avant d'atteindre la quiescence, le 
temps de doublement est d f environ 36 e 40 heures, refietant la presence de precurseurs dans 
la population CA. Au fur et a mesure que la proportion de cellules souches augmente, le temps 
de doublement augmente egalement, pour atteindre environ 70 a 80 heures a quiescence. En 
effet les cellules souches se divisent beaucoup plus lentement que les precurseurs. Apres 
quiescence, I'ajout de facteurs de croissance tel que le bFGF permet de r6duire de fagon 
significative le temps de doublement, par exemple jusqu'a 36 heures environ, permettant une 
production intensive et rapide de cellules souches. 

Les cellules de ['invention peuvent etre modifiees genetiquement puis selectionn6es pour 
introduire ou faire exprimer une caracteristique nouvelle, par exemple par ablation ou 
modification d'un endogene ou pour I'expression d'un transgene tel qu'un gene rapporteur ou un 
gene dont le produit depression presente des proprietes therapeutiques, sous le controle d'un 
promoteur approprie, par exemple ubiquiste ou tissu-specifique. 

L'expression d'un transgene ou d'un ADN ou d'un ARN peut etre soit constitutive, soit inductible 
de maniere reversible ou irreversible. L'ADN ou TARN h6t6rologue d'interet peut §tre porte par 
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tout vecteur ^expression, par exemple vecteur viral (y compris vecteurs retroviraux), vecteurs 
inertes, vecteurs plasmidiques ou encore vecteur episomal. 

Uintroduction des vecteurs dans les cellules peut se faire par transfection, par exemple par 
utilisation d'agents chimiques tel que le phosphate de calcium, par lipofection ou encore par 
utilisation d'agent physique par exemple i'electroporation, la micro-injection, etc.... Le maintien 
de ce vecteur dans la cellule peut-etre soit sous forme episomale soit sous forme integree dans 
le genome, au hasard ou de mani&re cibiee. 

De telles cellules genetiquement modifiees peuvent etre utilisees en thferapie genique pour 
permettre d'apporter un produit d'expression d'un g£ne heterologue & un individu. Grace au 
caractere multipotent et HLA Classe I negatif, les cellules souches de I'invention sont 
particulterement approprtees pour ce type d'application. 

Lorsque les cellules de I'invention sont transduites ou transferees par un gene rapporteur, elles 
peuvent §tre utilises pour effectuer de nombreuses etudes. Par exemple, la plasticity des 
cellules souches multipotentes du tissu adipeux peut etre investiguee d I'aide de cellules 
souches, transferees avec le gene lacZ codant pour la p-Galactosldase (bleues apr§s 
coloration Xgal). Ces cellules marquees peuvent etre utilisees pour des experiences in vitro et 
In vivo. 

Par exemple, in vitro, la plasticity de ces cellules peut etre etudiee par des experiences de co- 
culture. Notamment, Ton peut analyser la capacity de ces cellules (d'origine m6sodermique) d 
se differencier en cellules d'origine endodermique (par exemple le foie) et en cellules d'origine 
ectodermique (cellules nerveuses: astrocytes, oligodendrocytes et neurones). 

In vivo, ces cellules marquees peuvent etre egalement transplants chez la souris athymique 
(nude), ayant un systeme immunitaire deficient et ne pouvant done pas rejeter ces cellules. Les 
cellules transplantees ne donnent pas de tumeur. Le pouvoir de regeneration de ces cellules 
n'est visible que si on effectue, au prealable, des lesions ad6quates chez la souris a 
transplanter. 

Les cellules souches de I'invention n'expriment pas de molecules HLA de classe I en surface, 
contrairement a la plupart des cellules somatiques. L'absence de ces proteines dont la fonction, 
immunitaire est cruciale, laisse supposer que ces cellules souches peuvent etre transplantees 
universellement sans reaction de rejet. 
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En effet, ies inventeurs ont ctemontrGs que les cellules de ('invention peuvent §tre 
transplantees dans des souris immunocompetentes, sans reaction de rejet 6 mois apres 
transplantation. 

Les cellules CA de invention sont done caracterisees en ce qu'elle pr6sente in vivo un 
comportement immunopriviligie, e'est-a-dire, elle ne donne pas lieu a une reaction de rejet 
lorsqu'elles sont transplants dans un mammifere immunocompetent (tel qu'une souris), et ce 
apres plus de 10 jours apres la transplantation, de preference apr6s 80 jours, et plus 
preferentiellement apres 6 mois. La transplantation peut §tre allogenique ou xenog6nique. 
L'absence de reaction de rejet peut etre 6valuee a I'aide de techniques permettant de mettre en 
Evidence I'absence d'infiltration lymphocytaire, par exemple avec des anticorps anti-CD3, ou 
avec une coloration e Phematoxyline. 

De fagon surprenante, il a egalement ete d^montre que, in vivo les cellules de I'invention ont 
une capacity a mlgrer a I'etat non difference. En effet, 50 jours apres transplantation de cellules 
CA de I'invention dans le tibialis anterior d'une souris immunocompetente, la presence de ces 
cellules a ete constafee dans des tissus leses adjacents au site d'injection. Ce comportement 
suggere que les cellules de I'invention peuvent done contribuer, par recrutement, & la 
restauration d'un phenotype normal e des sites anatomiques autres que celui du site d'injection. 

L'invention concerne egalement des populations enrichies en cellules multipotentes, 
caract6risee en ce qu'elles comportent des cellules souches de I'invention, et en ce qu'elles 
sont depourvues d'adipocytes, de fibroblastes, de pre-adipocytes, de cellules endothelials, de 
pericytes, de mastocytes et de cellules de muscle lisse. 

Les populations de I'invention sont de preference entierement homogenes, e'est-e-dire elles ne 
comprennent que des cellules souches. Plus particulierement, les populations sont clonales. 

L'invention concerne egalement la production de cellules differences d partir des cellules 
souches de l'invention. 

Par exemple, l'invention concerne la production de cellules differences du lignage 
mesodermique, caracferisee en ce que Ton cultive des cellules souches de I'invention £ partir 
de la confluence, en presence d'un milieu de differentiation approprie. 

Comme milieu permettant la differenciation en adipocytes, I'on peut citer le milieu suivant : 
- milieu DM EM/ Ham's F12 (vol/vol, 1:1), suppiemente d'antibiotiques par exemple 100U/ml 
de penicllline, 100 ng / ml de streptomycine, 
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5ng/ml insuline humaine (Sigma), 
10ng/ml de transferrins humaine (Sigma), 

Activateur PPARy, par exemple de BRL49653, ou 2\xm de Clglitazone (Biomol), 

100 a 250 \M isobutyl-melhylxanthine (IBMX) 

1 de dexamethasone 

0,2 nM de Triiodothyronine (T3 Sigma). 

Quarante huit £ soixante douze heures apres, ce milieu est remplace par le meme milieu 
mais ne contenant plus d'IBMX et de dexamethasone. 

Comme milieu permettant la differentiation en osteoblastes, Ton peut citer le milieu suivant : 
- DMEM, supplements d'antibiotiques par exemple 100 U/ml de penicilline, 100 \ig I ml de 
streptomycine, 

10% de s6rum de veau decompiemente, 
0.1 nM de dexamethasone (SIGMA), 
10mM (^-glycerophosphate (SIGMA) 
50^ig/ml d'acide ascorblque (SIGMA). 

Le milieu est remplace tous les 2-3 jours et ce pendant une periode comprise entre 15 et 
20 jours. 

Comme milieu permettant la differentiation en myocytes, Ton peut citer les milieux suivants : 
Le mileiu commercialise sous le nom de PromoCell, ou 

milieu DMEM 

2% de s6rum de veau decompiemente 

antibiotiques (par exemple 100 U/ml de penicilline, 100 \ig I ml de streptomycine) 
Le milieu est remplace tous les 2-3 jours et ce pendant 4 a 6 semaines. 

Comme milieu permettant la differentiation en cellules endothelials, Ton peut citer le milieu 
suivant : 

Milieu DMEM supplements d'antibiotiques, 
10 ng/ml VEGF 12 i humain (SIGMA). 

Pour les differentiations en adipocytes, en osteoblastes et en myocytes, les cellules souches 
sont normalement ensemencees a une densite d'environ 10 000 a 25 000 cellules / cm 2 . 

Avant retape de differentiation, les cellules sont normalement ensemencees d une densite de 
25 000 cellules / cm 2 dans un milieu de proliferation (DMEM suppiemente en 10% FCS et 2.5 
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ng/ml FGF-2). Deux jours apres, le milieu de culture est change en absence de FGF-2 pendant 
48 heures. Puis les cellules sont ensuite maintenues dans un milieu de differentiation pendant 
10 jours. 

Les cellules souches de I'invention sont particulierement aptes a une utilisation en therapie et 
en cosmetologie. 

Les utilisations therapeutiques des cellules souches de I'invention comprennent, entre autres, 
des utilisations en transplantation et en therapie g6nique. 

Par exemple, pour une utilisation en transplantation, les cellules de I'invention sont multiplies & 
I'etat indifference in vitro, suivi de I'introduction des cellules chez un individu. Les cellules 
peuvent etre soit injectees dans la circulation, soit implantees dans un site anatomiques. Les 
cellules se differenclent alors in vivo en fonction du site anatomlque ies6. Par exemple, la 
transplantation intramusculaire de cellules souches de I'invention chez un individu prSsentant 
des lesions musculaires, donnera lieu £ une differenciation et regeneration du muscle. De 
meme, la regeneration de tissu adipeux peut etre envisagee par differenciation in vivo des 
cellules en adipocytes. 

La transplantation des cellules de ['invention peut done etre utilisee pour la regeneration de 
tissu in vlvo f par exemple un tissu osseux, un tissu adipeux, ou un tissu musculaire. 

Le cas echeant, la transplantation peut etre accompagnee de I'implantation d'une matrice 
susceptible d'ameiiorer la regeneration du tissu, par exemple en fournissant un support 
physique pour la proliferation des cellules ou en fournissant des substances telles que des 
facteurs de croissance etc. La matrice peut §tre bio-degradable. 

Selon I'invention, la transplantation peut §tre autologue ou allogenlque. Les cellules de 
I'invention sont particulierement adaptees aux allotransplantations en raison de leur caract6re 
HLA Classe I negatif. Les cellules peuvent done etre utllisees chez tout individu 
independamment de son genotype, sans risque de rejet. 

Selon une autre variante, les cellules souches de I'invention peuvent etre utllisees a l'6tat 
differencie, par exemple en adipocytes, en chondrocytes, en osteoblastes, en myocytes etc. 
Selon cette variante de ('invention les cellules souches sont soumises £ une differenciation In 
vitro, suivie par ('introduction des cellules differenciees chez un individu. 
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Pour les applications therapeutiques de Pinvention les cellules souches peuvent etre 
gGnetiquement modifiees ou non. Lorsque les cellules sont gSnetiquement modifies, elles 
peuvent §tre utilisees en th6rapie genique pour apporter un produit d'expression chez un 
patient, par exemple une proline hSterologue. Les cellules modifies peuvent etre cultiv§es in 
vitro a P§tat indifference puis introduces chez le recipient. Alternativement, les cellules peuvent 
§tre multiplies in vitro a P6tat differencie et ensuite introduces chez le recipient. 
L'invention concerne Sgalement la mise en oeuvre de m6thodes chirurgicales et therapeutiques 
employant les cellules souches de Pinvention. Elle concerne 6galement les compositions 
pharmaceutiques comprenant les cellules souches de invention en association avec un 
excipient physiologiquement acceptable. 

Les cellules souches de Pinvention peuvent &galement §tre utilises pour la production in vitro, 
de prolines, recombinantes ou non, particulferement des prolines therapeutiques. En effet, 
les cellules de Pinvention peuvent §tre cultivSes in vitro pendant au moins 100, par exemple au 
moins 200 doublements de population, et constituent done une source quasiment in6puisable 
de produits d'expression. Les prolines en question peuvent §tre des produits d'expression de 
gSnes endogSnes aux cellules souches, ou alternativement, peuvent §tre des produits 
d'expression de g&nes heterologues. 

Les cellules de Pinvention peuvent Sgalement etre utilises dans des systemes de criblage pour 
identifier des agents actifs, par exemple des produits de g&nes, des extraits sGrlques, des 
milieux conditionn6s, des produits d'origine animale ou v£g§tale, des banques d'agents 
pharmacologiques etc. 

Par exemple, Pinvention comprend un proc&te de criblage permettant d'identifier des agents 
susceptibles de moduler la differentiation de cellules en cellules du lignage m6sodermique, 
caracteris6 par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon Pinvention dans des conditions permettant 
leur differentiation en cellules du lignage mSsodermique, (par exemple en adipocytes, en 
osfeoblastes ou en myocytes) en presence d'un agent candidat, 

b) comparaison de la differentiation des cellules en presence de Pagent candidat avec la 
differentiation en Pabsence de Pagent candidat. 

L'agent sous test peut etre un agent susceptible d'augmenter la differentiation, ou un agent 
susceptible d'empecher ou ralentir ou dimintier la differentiation (substance anti- 
differenciatrice), ou encore une substance susceptible de modifier la voie de differentiation. 
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L'invention comprend egalement un procEdE de criblage permettant d'identifier des agents 
susceptibles de presenter une activitE lipolytique, caractErlsE par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon I'invention dans des conditions permettant 
leur diffErenciation en adipocytes, 

b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidat, Evaluation de 
I'activitE lipolytique de I'agent candidat. 

L'invention comprend Egalement un procEdE de criblage permettant d'identifier des agents 
susceptibles de presenter une activitE anti-lipolytique, caractErisE par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon l'invention dans des conditions permettant 
leur diffErenciation en adipocytes, 

b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidat, en presence d'un 
agent lipolytique, 

c) Evaluation de I'activitE anti-lipolytique de I'agent candidat. 

L'invention comprend egalement un procEdE de criblage permettant d'identifier des agents 
susceptibles de presenter une activitE insulino-sensibilisante, caractErisE par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon ['invention dans des conditions permettant 
leur differenciation en adipocytes, 

b) mise en contact des adipocytes aipsi obtenus, avec un agent candidat, 

c) Evaluation de I'activitE insulino-sensibilisante de I'agent candidat, comparE a des 
adipocytes non-traitEs. 

L'invention porte Egalement sur I'utilisation des cellules souches en cosmEtologie. 

Dans la mesure ou les cellules souches de l'invention peuvent se diffErencier en adipocytes, 
elles peuvent Etre utilisees en chirurgie esthEtique ou rEparatrice, par exemple pour rEduire 
I'aspect ridE de la peau, pour attEnuer les cicatrices ou marques cutanEes diverses, pour 
effectuer un remplissage tlssulaire. L'invention concerne done la mise en oeuvre de ces 
mEthodes chirurgicales employant les cellules de l'invention. 

Les cellules peuvent aussi etre incluses dans des compositions cosmEtiques comprenant des 
excipients, vEhicules, solvants, colorants, parfums, antibiotiques ou autres produits et additifs 
habituellement utilises dans les produits cosmEtiques. L'inclusion des cellules dans des crEmes, 
pommades, onguents, gels, fluides divers etc, permet leur application directement sur la peau 
ou autres tissus ou phaneres. L'invention porte done Egalement sur les compositions 
cosmEtiques contenant les cellules souches de l'invention & I'Etat non-diffErenciE, ou contenant 
des cellules diffErenciEes derivEes des cellules souches. 
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Legendes des Figures 

Differents aspects de I'invention sont illustres dans les figures : 

Figure 1 : Activity p-galactosidase endogene des cellules CA et CS detectee a pH 6. 
Une coloration Xgal, revelant I'activite p-ga!actosidase endogene (traduisant la senescence des 
cellules), effectu6e au stade de 60 doublements de population, correspondant au transfert 
cellulaire 20 (« T20 »), revele que la population CS est senescente (Taux de senescence 0.415 
± 0.025%), alors que la population CA est simplement quiescente (Taux de senescence 0.045 
± 0.01 %). 

Figure 2 : Effet du bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) a la concentration de 5 ng/ml de 
milieu) sur les populations CA et CS, a des stades tardifs, c'est & dire apres 50 
doublements de population. 

La Figure 2 montre la proliferation des CA ± bFGF et CS ± bFGF (Abscisse : jours apr£s 
etalement a 12 000 cellules / boTte de 35 mm de diametre ; Ordonn6e : nombre de cellules (x 
1000) / boTte). Seules les cellules de la population CA repondent de maniere efficace au bFGF. 
Apres 50 doublements de population, le bFGF n'a pas d'effet significatif sur la population CS. 
Ces observations confirment l'etat de quiescence de la population CA et P6tat de senescence 
de la population CS. 

Figure 3 : Morphologie des cellules CA a des stades tardifs (aprds 50 doublements de 
population) en I'absence de bFGF et en presence de bFGF. 
« W/O FGF » = en I'absence de bFGF 
« +FGF » = en presence de bFGF (5 ng/ml) 
« FCS » = serum de veau foetal («Fcetal Calf Serum ») 
Le bFGF entraTne un changement de la morphologie des cellules. Qulescentes, celles-ci sont 
applaties et eiargies. En presence de bFGF, et done en phase proliferative, elles prennent une 
forme fibroblastique. 
L'effet du bFGF est reversible. 

Figure 4 : Caryotype des cellules de la Primo 2 CA. 

Le caryotype des cellules de la primo 2 a 6te realise sur les 2 sous populations CA et CS, en 
presence ou non de bFGF et a differents passages. Pour les cellules de la Primo 2CA les 
caryotypes ont ete realises aux stades suivants : T21 = 80 doublements de population ; T23 = 



WO 2004/013275 



23 



PCT/FR2003/002439 



90 doublements de population ; T34 = 130 doublements de population. Dans tous les cas, les 
caryotypes sont normaux. La Figure 4 montre un exemple de caryotype des cellules de la primo 
2CA. 

Figure 5 ; Differenciation in vitro des cellules de la primo 2 CA et de la Primo 2 CS en 
adipocytes a des passages pr6coces ; 

CST1 : population CS au passage 1 (correspondant a 3 doublements de population) ; 

CST7 : population CS au passage 7 (correspondant & 21 doublements de population) ; 

CATS : population CA au passage 5 {correspondant a 15 doublements de population). 

Coloration Oil Red O. 

Figure 6 : Expression transcriptionnelle de marqueurs adipogeniques au cours de la 

differentiation de cellules Primo 2. Analyse en Northern Blot. 

JO, J7, J12 = 0, 7 et 12 jours, respectivement, apr6s induction de la differenciation, 

CA T14 : population Primo 2 CA au passage 14 (correspondant a 42 doublements de 

population). 

CS T16 : population Primo 2 CS au passage 16 (correspondant a 48 doublements de 
population) ; 

Figure 7 : Differentiation in vitro en osteoblastes de cellules CA et CS a des passages 
precoces. 

CST1 : population CS au passage 1 (correspondant 3 3 doublements de population) ; 
CST7 : population CS au passage 7 (correspondant £ 21 doublements de population) ; 
CAT5 : population CA au passage 5 (correspondant £ 1 5 doublements de population). 
Coloration Alizarin Red. 

Figure 8 : Capacite de differenciation de cellules CA & des passages tardifs. 

A : Differenciation adipocytaire de cellules de la Primo 2CA. L'induction de differenciation 
adlpocytaire est effectuee lorsque les cellules sont au stade T30 (environ 130 
doublements de population). Coloration Oil Red O. 

B : Differenciation osteoblastique de cellules de la Primo 2CA. L'induction de 
differenciation osfeoblastique est effectuee lorsque les cellules sont au stade T30 
(environ 130 doublements de population. Coloration Alizarin Red. 

Figure 9 : Fonctionnalite des adipocytes et des osteoblastes : Expression 
transcriptionnelle de marqueurs specifiques soit de la differenciation adipocytaire, soit 
de la differenciation osteoblastique. 
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L'expression transcriptionnelle des marqueurs hPPARy-2, haP2 et hOC est d&erminee par RT- 
PCR. Les cellules utilises sont i) des adipocytes (cote gauche de la Figure), issues de 
Primo2CA, reduction adipocytaire ayant eu lieu au stade T32 (environ 140 doublements de 
population), et ii) des osteoblastes (cfite droite de la Figure), issues de Primo2CA, induction 
osteoblastique ayant eu lieu au stade T32 (environ 140 doublements de population). 

hPPARy-2 : r§cepteur y humain activ6 par les proliferateurs de peroxisome ("human 
peroxisome proliferator activated receptor y") : marqueur adipocytaire. 

haP2 : proline de liaison des acides gras humain ("human fatty acid binding 

protein") ; marqueur adipocytaire, 

hOC : osteocalcine humaine (marqueur osteoblastique) 

Figure 10 : Fonctionnalite des adipocytes : Capacite de lipolyse des cellules de la Primo 
2CA. 

Des lipolyses ont ete rGalisees sur des adipocytes obtenus a partir de cellules Primo2CA T32 
(environ 140 doublements de population), avec des agonistes specif iques de dlfferents 
r6cepteurs (3-adrenergiques. La Figure 10 montre les vitesses de lipolyse obtenues, et 
confirment I'absence de recepteurs p3 adrenergiques. 

Figure 11 : Fonctionnalite des osteoblastes : Detection de calcium assocte a la matrice 
extraceilulaire. 

La matrice extraceilulaire prSsente dans les boites de culture aprSs lyse du tapis cellulaire, est 
s6ch6e puis incub^e avec la solution du "SIGMA calcium detection kit". La quantite de calcium 
s6cr6te par les osteoblastes est quantise par lecture de cette solution au spectrophotonrtetre 
(DO 575). La fonctionnalite des osteoblastes se confirme. 

La quantity de calcium secrete par les osteoblastes varie en fonction du lot de s6rum 
(211707, 210407, 210811, 210812, 3903, classlque). Ceux-ci peuvent contenir des cytokines, 
hormones ou facteurs de croissance non caracteris^s et presents dans des proportions 
variables. 

Les adipocytes ne s6cretent pas de quantity significative de calcium. 

Figure 12 : Morphologic des cellules de la Primo2CA en fonction du nombre de 
doublements de population 

A : 40 doublements de population 

B : 100 doublements de population : quiescentes 

C : 150 doublements de population : quiescentes 

D : 150 doublements de population + bFGF : en phase proliferative. 
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Le bFGF entratne un changement de la morphologie des cellules. Quiescentes, celles-ci sont 
applaties et eiargies. En presence de bFGF, et done en phase proliferative, elles prennent une 
forme fibroblastique (voir aussi Figure 3). 

Figure 13 : Capacite de differentiation adipocytaire des Primo 1CA, Primo 3CA et Primo 

6CA: Adipocytes apres 8 jours de differentiation. 

A : Primo 1 : differentiation induite a 50 doublements de population 
B : Primo 3 : differentiation induite & 40 doublements de population 
C : Primo 6 : differentiation induite S 40 doublements de population 

Figure 14 : Capacite de differentiation adipocytaire des Primo 1CA, Primo 3CA et Primo 
6CA : Coloration Oil red O 

A : Primo 1 : differentiation induite £ 40 doublements de population 
B : Primo 3 : differentiation induite £ 25 doublements de population 
C : Primo 6 ; differentiation induite a 25 doublements de population 

Figure 1 5 : Marquage cellulaire et analyse en cytometrie de Flux. 

Mise en evidence du caractere HLA Classe I nGgatif des cellules souches Primo 2CA. 
Simple Marquage: FITC 

1 . HELA : Cellules humaines tumorales. HLA Classe I positif. 

2. SVF : Tissu adipeux adulte, pas de doublements de populations. HLA Classe I 

positif 

3. Primo 2CA : • 120 doublements de populations 

4. Primo 2CS : 45 doublements de populations 
Courbe noire : IgG de souris : contrGle anticorps negatif 
Courbe grise : W6/32 Anticorps anti-HLA Classe I 

Figure 16 : Obtention de clones multipotents a partir de cellules CA. 

Les clones CA1 et CA3 ont £fe mis dans le milieu de culture permettant la differentiation en 
adipocytes et en osfeobiastes. Les adipocytes sont r§v£l6s par le colorant d I'huile rouge et les 
osfeoblastes par le rouge Alizarin. 

Figure 17 : Expression d'un transgene dans les cellules souches CA. 
Les cellules souches CA sont transduites par un retrovirus exprimant un gene de resistance £ 
un antibiotique, la puromycine et le gene rapporteur LacZ. Elles sont ensuite s6lectionn6es en 
presence de puromycine. Les cellules selectionn£es expriment toutes le g£ne LacZ revete in 
situ par I'activite p-galactosidase. 
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Figure 18 : Expression de Oct-4, de Rex-1 et d'ABCG2 dans les cellules souches CA : 

Photos de gauche : Expression de TARN Oct-4 et ABCG2 dans les cellules CA et le clone CA1 
Les ARN sont extralts a partir des cellules CA et CA1 et I'expression de Oct-4 et ABCG2 est : 

- ampliftee par RT-PCR 

- puis detectee par hybridation. 

Photos de droite : Expression du facteur de transcription Rex-1 par des cellules primo 2CA 

apr£s 80 et 160 doublements de population. Le facteur de transcription Rex-1 est impliqu6 

dans le maintien £ l'6tat non difference de cellules souches embryonnaires. Les chiffres « 1 », 

« 2 » et « 3 » signifient « -RT (contrCle n6gatif) », « cellules CA », et « cellules CA1 », 

respectivement. 

Les conditions de PCR sont : 

- pour Oct-4 : 94°C, 1mn; 57°C, 1mn; 72°C, 1mn pendant 45 cycles. 
Amorces : 5'-GACAACAATGAAAATCTTCAGGAGA-3' et 
5-TTCTGGCGCCGGTTACAGAACCA-3\ 

amorce interne 5'-CACTCGGTTCTCGATACTGG-3' pour un fragment de 220-pb. 

- pour ABCG2 : 94°C, 1mn; 60°C, 1mn; 72°C, 1mn pendant 31 cycles, 
Amorces : 5^GGCCTCAGGAAGACTTATGT-3' et 
5'-AAGGAGGTGGTGTAGCTGAT-3' 

- pour Rex-1 : 94°C, 1min, 60°C 1 min, 72°C 1min, Nombre de cycles 31 ; 72° 5min, 1 
cycle 

Amorce : 5'-CTCTCCAGTATGAACCAGG-3' et 
5'-GAAAGGATCAGAACAACAGC-3\ 

amorce Interne, 5'-GG C ATTG ACCTATC AGATCC-3' pour un fragment de 400-pb. 

Figure 19 : Representation graphique d'une variante preferde du proc£d£ pour la 
production de cellules souches adultes a partir de tissu adlpeux humain. 

Figure 20 : Caracteristiques des cellules prlmo2 CA en terme de marqueurs de 
surface. 

Des cellules primo2 CA au stade 80, 120 et 160 doublements de population ont 6t6 
marquees avec des anticorps anti-HLA I, anti-HLA-DR anti-CD3, anti-CD13 couples au 
prSalable avec le FITC ou le phycoerythrine. Controle = IgG, les anticorps utilises sont 
les suivants : HLA de classe I conjuguS a la fluoresc&ne (FITC) ; HLA-DR (HLA classe 
II) conjugu6 a la phycoerythrine (PE) ; CD3 (marqueur des lymphocytes T) conjuguS S 
PE; CD13 (marqueurs des cellules stromales de la moelle osseuse, cellules 
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endothelials, progeniteurs pr6coces des granulocytes/monocytes et de leur 

descendance) conjugue au FITC. 

Ligne fine : IgG contrdle 

Ligne grasse : anticorps d'interet. 

Figure 21 : Differenciation myocytaire in-vitro apres 4 jours. 

Detection par immuno-histochimie de la myogenine, facteur precoce de la differentiation 
myocytaire. La figure 21 illustre des micrographes de cellules prlmo2 CA a 150 
doublements de population, apres 4 jours en presence de milieu de differentiation en 
myocytes. Les cellules sont fixees avec 4% de paraformaldehyde pendant 10 minutes a 
temperature ambiante et permeabilisees en presence de PBS/0.1% triton X100 pendant 
10 minutes; on precede ensuite au biocage de I'activite peroxydase endogene en 
incubant les cellules avec 3% de H202 pendant 5 minutes. Les cellules sont ensuite 
incubees avec I'anticorps primaire : anticorps antl-myogenine (mouse anti-human IgG) 
(1 :100) entre 30 minutes et une heure a temperature ambiante puis avec I'anticorps 
secondaire (anti-mouse IgG couple £ la peroxydase). 

Figure 22 : Differenciation myocytaire in-vitro apres 21 jours. 
Apres 21 jours en presence de milieu de differentiation en myocytes, detection de la 
myosine des fibres musculaires rapides (« fast twitch myosin » ou « FT myosin »), 
marqueur tardif de la differentiation myocytaire (marqueur intra-cellulaire). Detection par 
FACS: apres decollement des cellules primo2 CA (150 doublements de population) 
ce!les-ci sont fixees en presence de PBS/ 1% formaldehyde pendant 15 minutes e 
temperature ambiante puis permeabilisees avec une solution de digitonine (10pg/ml de 
PBS) pendant 7 e 8 minutes k temperature ambiante. On precede ensuite au marquage 
anticorps en suivant le protocole decrit pour Texpression des marqueurs de surface 
(figure 20). L'anticorps utilise est un anticorps de souris conjugue directement a ia 
phyco6rythrine et reconnaissant la FT-myosine humaine. 
Ligne fine : IgG controle 
Ligne grasse : FT-myosine 

Figure 23 : Differenciation en cellules endothelials in vitro 

Detection par immuno-histochimie du « von willebrandt factor » ( vWF ), marqueur 
specifique des cellules endothelials. La figure 23 illustre Texpression du vWF par les 
cellules primo2CA a 150 doublements de population, apres 21 jours en presence de 
milieu angiogenique. Les cellules sont fixees avec 4% de paraformaldehyde pendant 10 
minutes e temperature ambiante et permeabilisees en presence de PBS/0.1% triton 
X100 pendant 10 minutes ; on precede ensuite au biocage de I'activite peroxydase 
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endogdne en Jncubant les cellules avec 3% de H202 pendant 5 minutes. Les cellules 
sont ensuite incubees avec I'anticorps primaire : anti-vWF (Goat IgG reconnaissant & la 
fois le vWF humain, de rat et de souris) entre 30 minutes et 1 heure & temperature 
amblante puis avec I'anticorps secondare, anti-goat-IgG couple S la pSroxydase 
(1 :100). Apr6s 21 jours de maintien dans un milieu compose de DMEM et de 
hVEGF121 (10ng/mL), les cellules de la primo 2CA expriment le vWF. 

Figures 24 a 27 : Pouvoir de regdneration musculaire in vivo des cellules de la primo 2 CA 
apres 10 jours, 50 jours, 80 jours et 6 mois de transplantation chez la souris mdx sans 
lmmunosuppresseur:.Les Figures 24, 25, 26 et 27 illustrent la co-localisation, apres 10 jours 
(Fig 24), 50 jours (Fig. 25), 80 jours (Fig. 26) et 6 mois (Fig. 27) de transplantation de cellules 
Primo 2CA dans !e Tibialis Anterior, de noyaux humains avec les fibres musculaires re- 
exprimant la dystrophine. Cette co-localisation a ete effectu£e par double marquage de la 
dystrophine par immunofluorescence et des noyaux humains par FISH. Les cellules 
transplants sont des cellules Primo 2CA a 160 doublements de populations, au nombre de 
150 000. 

L'6tape de detection de la dystrophine par immunofluorescence a 6te effectuee avant de 
proc&ier au marquage des noyaux humains par FISH : 

- Detection de la dystrophine par immunofluorescence : les coupes de muscles sont 
Incubees pendant une heure avec un anticorps reconnaissant la dystrophine humaine, 
prSalablement coup!6 a la fluoresceins Les anticorps utilises sont soit : 

un anticorps sp§cifique de la dystrophine humaine et souris (mouse anti-human lgG1 : 
NCL-DYS2 de Novocastra, dirig6 contre I'extr6mit6 C-terminale de la dystrophine humaine 
et souris) soit, 

un anticorps spdcifique de la dystrophine humaine (mouse anti-human lgG2a : NCL-DYS3 
de Novocastra, dirig6 contre I'extremite N-terminale de la dystrophine humaine) 

- Detection des noyaux humains par FISH : La sonde utilis6e pour d6tecter les noyaux 
humains est une sonde sp6cifique de tous les centromeres humains (a-Satellite) couptee & 
ia digoxig6nine (CP5095-DG.5, Appligene Oncor). L'6tape de detection consiste en 
Papplication sur les lames d'un anticorps anti-digoxig£nine couple & la rhodamine. Avant 
Tanalyse des coupes, on procede a la coloration de I'integralite des noyaux en utilisant une 
solution de DAPl (coloration bleue). Les lames sont ensuite observes au microscope a 
fluorescence (Axiophot Zeiss) avec une lampe 100 watts et un systeme de filtres 
(Perceptive Scientific International). 
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En vert : dystrophine ; 

En rouge : centromeres humains 

En bleu : noyaux (humains et murins) 

TA : Tibialis Anterior 

G : Gastrocnemius 



Fig 24 (10 jours) : anticorps anti-dystrophine : NCL-DYS2 

photos de gauche ; Tibialis Anterior non-traite (controle) ; 

photos du centre : Tibialis Anterior d'une souris mdx traitee avec de la 

cyciosporine, 10 jours apres transplantation ; 

photos de droite: Tibialis Anterior d'une souris mdx 
immunocompetente (sans cyciosporine), 10 jours apres 
transplantation ; 



Fig 25 (50 jours) : anticorps anti-dystrophine : NCL-DYS2 

photos de gauche : Tibialis Anterior non-traite (controle) ; 

photos du centre : Tibialis Anterior d'une souris mdx 

immunocompetente, 50 jours apres transplantation ; 

photos de droite : Gastrocnemius d'une souris mdx immunocompetente 

(sans cyciosporine), 50 jours apres transplantation, dans le TA 

adjacent. 



Fig 26 (80 jours) : anticorps anti-dystrophine : NCL-DYS2 

photo de gauche : Tibialis Anterior d'une souris mdx 
immunocompetente (sans cyciosporine), 80 jours apres 
transplantation ; 

photo de droite : Gastrocnemius d'une souris mdx, immunocompetente 
(sans cyciosporine) 80 jours apres transplantation, dans le TA 
adjacent. 



Fig 27 (6 mois) : anticorps anti-dystrophine : NCL-DYS3 

photos de gauche : Tibialis Anterior d'une souris mdx 
immunocompetente (sans cyciosporine), 6 mois apres transplantation ; 
photos de droite : Tibialis Anterior d'une souris mdx non-trait6e 
(temoin). 
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Figure 28 : Mise en Evidence, par immunodetection comparative, de Porigine humaine de 
la dystrophine exprimee dans les myofibres du muscle transplants : L'analyse de la 
presence de myofibres exprimant de la dystrophine, et la localisation subcellulaire dans le 
tibialis anterior 10 jours apres transplantation, a ete effectu6e en utilisant les anticorps 
suivants : 

(a) : un anticorps dirige contre I'extremite C-terminale de la dystrophine humaine et souris 
(mouse anti-human lgG1 : NCL-DYS2 de Novocastra,), 

(b) et (c) : un anticorps dirig§ contre I'extr6mit6 N-terminale de la dystrophine humaine 
(mouse anti-human lgG2a : NCL-DYS3 de Novocastra,), 

(d) et (e) : un anticorps spScifique de la collagSne ill de souris. 
La barre Indiquant I'Schelle correspond & 15 ^m dans les Figures 28(a) et 28(b), et a 1 jim dans 
les figures 28(c) & (e). L'6toile * indique une section d'un mSme myofibre. 
La similarity entre les Figures 28(a) et (b) indique I'origine humaine de la dystrophine exprimee. 
La dystrophine humaine est localise sous le sarcolemne. En revanche, la collag^ne Hi de 
souris est pr£sente dans respace extracellulaire entre les myofibres (figures 28(c) a (e)). 

Figure 29 : Absence de reactions immunitaires cellulaires et humorales 10 jours aprds 
transplantation de cellules souches de I'invention : L'existence d'une 6ventuelle infiltration 
lymphocytaire a la suite de la transplantation de cellules Primo 2CA chez une souris mdx 
immunocompetente a ete etudtee a I'aide de I'hSmatoxyline (Figs 29(a), (b) et (c)) f ou 
d'anticorps anti-CD3 de souris (Figs 29(a'), (b') et (C')). 

Fig 29(a) et (a*) : Tibialis anterior de souris mdx immunocompetente non traitee (temoin) ; 

Fig 29 (b) et (b') : Tibialis anterior de souris, 10 jours aprfcs transplantation de cellules Primo 

2CA, au nombre de 150,000 ; 

Fig.29 (c) et (c 1 ) : Tibialis anterior de souris, 10 jours apres transplantation de cellules 
stromales-vasculaires humaines non puriftees, Isoldes S partir de tissu adipeux ; 
La barre indiquant l'6chelle correspond & 50 urn dans les Figures 29(a) a (c), et a 20 urn dans 
les Figures 29(a') a J[c'). 

10 jours apr&s transplantation de cellules Primo 2CA, aucune infiltration lymphocytaire (CD3 + ) 
n'est. observe (voir Fig. 29(b) et (b 1 ),- compares aux Figures 29 (a) et (a 1 )). En revanche, la 
transplantation de cellules stromales-vasculaires non puriftees, Isoldes & partir de tissu adipeux 
humain induit une reaction immunitaire cytotoxique et humorale (Fig. 29(c) et (c 1 )). 

Figure 30 : Absence de reactions immunitaires cellulaires et humorales 6 mois aprds 
transplantation de cellules de la Primo 2CA : L'existence d'une eventuelle reaction 
immunitaire 6 mois apr6s transplantation de cellules Primo 2CA chez une souris mdx 
immunocompetente a 6t6 £tudtee en appliquant les memes techniques que celles dScrites pour 
la Figure 29. 



WO 2004/013275 



31 



PCT/FR2003/002439 



Photos de gauche: Tibialis anterior de souris mdx immunocompetente, 6 mois apres 
transplantation de celiules Primo 2CA, marquage & I'aide de I'hematoxyline ; 
Photos de droite : Tibialis anterior de souris mdx immunocompetente, non-trait6e (temoin), 
marquage e I'aide de I'hematoxyline. 

L'absence d'infiltration par les lymphocytes T CD3+ est constatee dans le muscle transplants 
par les cellules Primo 2CA, signifiant l'absence de reaction de rejet 6 mois aprds 
transplantation. 

Figure 31 : Pouvoir de regeneration musculaire in vivo des cellules de la primo 1 CA et de 
la Primo 3 CA apres 10 jours de transplantation sans immunosuppresseur chez la souris 

mdx : La capacity de regeneration musculaire in vivo est evaluee par co-localisation des 
noyaux humains avec les fibres musculaires re-exprimant la dystrophine. La technique de co- 
localisation est identique a celle decrite pour les cellules Primo 2CA (voir I6gendes des Figures 
24 a 27), mais les cellules transplants sont des cellules de la Primo 1CA ou de la Primo 3CA. 
- photo PRIM01 : Tibialis Anterior d'une souris mdx immunocompetente (sans 
cyclosporine), 10 jours apres transplantation de cellules Primo 1CA a 50 et a 120 
doublements de population, au nombre de 150 000. L'anticorps utilise pour la detection de 
la dystrophine est un anticorps sp6cifique de la dystrophine humaine (mouse anti-human 
lgG2a : NCL-DYS3 de Novocastra, dirige contre I'extremite N-terminale de la dystrophine 
humaine) 

photos PRIM03 : Tibialis Anterior d'une souris mdx immunocompetente (sans 
cyclosporine), 10 jours apres transplantation de cellules Primo 3CA e 45, 80 et 110 
doublements de populations, au nombre de 150 000. L'anticorps utilise pour la detection de 
la dystrophine est egalement l'anticorps NCL-DYS3 de Novocastra. 

Apr6s 10 jours de transplantation, un potentiel de regeneration musculaire est visible, a la fois 

pour les cellules de la Primo 1 CA et pour les cellules de la Primo 3 CA. 

Figure 32 : Absence de reactions immunitaires cellulaires et humorales 10 Jours apres 
transplantation de cellules de la Primo 3 CA : 

L'exlstence d'une feventuelie reaction immunitaire 10 jours apres transplantation de cellules 
Primo 3CA chez une souris mdx immunocompetente a ete etudiee en appliquant les m§mes 
techniques que celles decrites pour les cellules de la Primo 2CA (voir legendes des figures 
Figure 29 et 30). 

photo Primo 3: Tibialis anterior de souris mdx immunocompetente, 10 jours apres 
transplantation de cellules de la Primo 3CA (110 doublements de populations, au nombre de 
150 000), marquage a I'aide de I'hematoxyline. 

On observe une absence d'infiltration lymphocytaire avec les cellules de la Primo 3CA, 
suggerant un comportement identique a celui des cellules de la Primo 2CA. 
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EXEMPLES 

1* Mdthode d'obtention et d'expansion in vitro des cellules souches muitipotentes du tissu 
adipeux 

1 A . Descriptif des prelevements de tissus adipeux obtenus 

Six pr£l6vements de tissus adipeux de jeunes enfants, ages de 1 mois a 7 ans, de sexe et de 
localisation anatomique variables, ont 6te obtenus. 



Le tableau I resume rorigine de chaque pr6l6vement, le poids de celui-ci ainsi que le nombre de 
cellules obtenues en utilisant la technique qui sera d6taill6e plus loin. 



Appellation du 
prelevement 


Sexe 


Age 


Localisation 
anatomique 


Poids du 
prelevement 


Nombre de 
cellules obtenues 


Primo 1 


F 


2 ans 7 
mois 


Region 
ombilicale 


300 mg 


400 000 


Primo2 


M 


5 ans 


Region 
pubienne 


400mg 


500 000 


Primo 3 


M 


4 mois 


Region 
prepubienne 


210 mg 


400 000 


Primo 4 


F 


7 ans 


Region inguinale 


2.1 g 


2 000 000 


Primo 5 


M 


1 mois 


inconnu 


200 mg 


1 000 000 


Primo 6 


M 


I 18 mois 


inconnu 


200 mg 


350 000 



Tableau I : Prelevements de tissus adipeux humains utilises pour la 
production de cellules souches muitipotentes 



Les Exemples ci-dessous decrivent Pobtention de cellules souches muitipotentes a partir 
des prelevements Primo 1 a 6. Ces cellules souches ont £te obtenues par la mise en 
ceuvre des Stapes suivantes : 
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■ isolement de cellules multipotentes £ partir du pretevement 

■ enrlchissement in vitro de la culture en cellules multipotentes 

■ obtention d'une population de cellules souches quiescentes 

■ induction d'une proliferation intensive de cellules souches 

Les cellules souches ainsi obtenues ont ete caracterisees par 

■ Mesure de I'activite teiomerase 

■ Realisation de caryotypes a differents passages 

■ Etude de la plasticity cellulaire (differentiation en differents types cellulaires) 

■ Determination de la presence ou de Pabsence de marqueurs cellulaires 

■ Clonage des cellules souches 

La methodologie et les resultats sont decrits en detail cl-dessous. 

1 .2 Methode d'isolement des cellules multipotentes a partir de tissu adioeux de ieunes enfants 

Apres I'acte chirurgical, le prSlevement est conserve dans du milieu DMEM ( Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium). + 10% de serum de veau foetal , a temperature ambiante. Le tissu 
est rince dans du PBS ( Phosphate Buffer Saline) a 37°C puis egoutte et pese. Le preievement 
est ensuite 6mince tres finement pour optimiser i'etape de digestion enzymatique. 

Le milieu de digestion est compose de milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 
contenant des antibiotiques (100 U/ml de Penicilline et 10Qpg /ml Streptomycine), 2 mg/ ml de 
collag6nase (Boerhinger reference 103586) et 20mg/ml de serum albumine bovine fraction 5 
(Sigma A reference 2153). Le volume de digestion etant fonction du poids de tissu, on utilise 
g6neralement 1ml de milieu de digestion pour 100 a 200 mg de tissu. La digestion s'effectue a 
37°C sous agitation lente. Contrairement aux techniques classlquement decrites sur la 
preparation de pr6adipocytes humains, la duree de la digestion est tres rapide, de 5 6 10 
minutes, dur6e qui correspond a la dissociation complete du tissu par la collagenase. L'activite 
collagenase est ensuite inhibee par I'addition de serum de veau foetal (200 \x\l ml de milieu de 
digestion). 

On procede alors a la centrifugation de la preparation cellulaire 5 min a 1000 rpm, etape qui va 
permettre de separer les adipocytes (qui flottent) des autres types cellulaires contenus dans le 
tissu adipeux (preadipocytes, cellules souches, cellules endothelials, pericytes, 
mastocytes...).. II est important de noter que cette etape de la procedure est effectuee sans 
filtration, ce qui permet de conserver tous les types cellulaires contenus dans le tissu adipeux 
(exception faites des adipocytes). 
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Le culot cellulaire obtenu apres centrifugation est resuspendu dans !e milieu de culture: 
DMEM+ 10 % de strum de veau foetal dtcompltmentt + antibiotiques (100 U/ml de ptnicilline, 
100 ng / ml de streptomycine). Le nombre de cellules obtenues est comptt. Le rendement 
cellulaire est variable selon les preltvements: de 1000 a 5000 cellules par mg de tissu. Les 
cellules sont ensemenctes a haute densite, de 1000 & 3000 cellules par cm2, sur des boites 
plastiques (polystyrene crista!, Greiner). 

Au moment de la mise en culture, deux sous-populations cellulaires sont isoltes S partir de leur 
vitesse d'adhesion. La premiere sous-population, designee sous le terme « CA », est 
constitute de cellules qui adherent trts rapidement (moins de 12h). La deuxitme sous- 
population, appelte CS , est constitute de cellules qui adherent beaucoup plus lentement (de 
48 a 72h). 

Pratlquement, 12 h apres la mise en culture, certaines cellules ont adhtrt au plastique. Ces 
cellules constituent la population CA. Les cellules constituant la population CS, se trpuvent au 
meme moment, en suspension dans le milieu de culture. Ce milieu de culture est prtlevt et 
depose dans une nouvelle boite de culture. Aprts 72h, les cellules CS ont adhtrt. 

1.3 Enrichissement de la culture en cellu les souches multipotentes : 
1.3.1 Obtention d'une population de cellules souches auiescentes : 

Les deux sous-populations CA et CS sont maintenues en culture de la m§me fagon. Ces 
cellules, 6 des stades prtcoces (correspondant environ & 50-60 doublements de population), 
prtsentent des caracttristiques similalres en terme de plasticity, proliferation et morphologie. 

Les cellules sont entretenues dans le milieu de culture DMEM+ 10% de strum de veau foetal 
dtcompltmentt + antibiotiques (100 U/ml de ptnlcilllne, 100 ng/ml de streptomycine). 

Lorsque les cellules arrivent a 80% de confluence, elles sont traittes £ la trypsine (Trypsine- 
EDTA, Invitrogen) et remises en culture dans trois nouvelles boTtes de diamttre identique. La 
densitt d'ensemencement correspondante est de 1000 a 3500 cellules/ cm2. Les cellules ne 
sont volontairement pas dilutes davantage, afin de conserver dans toutes les boites, les 
cellules multipotentes qui thtoriquement se divlsent plus lentement que les prtcurseurs. 
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Les cellules sont entretenues dans ces conditions jusqu'S ce qiTelles cessent de proliferer. 
Pour Primo 2, les cellules CA et CS cessent de proliferer a partir du transfert cellulaire 20 
(T20), correspondant & 60 doublements de population. 

Une coloration Xgal (r6v£lant I'activite p-galactosidase endogene, detectee a pH 6 et tradulsant 
la senescence des cellules), r§v£le que la population CS est sgnescente alors que la 
population CA est simplement quiescente (voir Figure 1). 

Pour cette 6tape d'enrichissement, differents milieux de culture ont 6fe testes. II a notamment 
£te obsen/6 que les cellules souches de ('invention ne r§agissent pas au « Leukemia Inhibitory 
Factor » (LIF) (10ng/ml). Le LIF ne produit aucun changement de morphologie ou de 
proliferation des cellules. Ceci tend £ conflrmer que les cellules n'expriment pas de rGcepteur 
pour LIF (LIF-FT). 

13.2. Induction d'une proliferation intensive des cellules souches 

Apr£s etablissement d'une population de cellules CA quiescentes, Ton rajoute alors au milieu 
de culture pr6c6demment d£crit du bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) humain a la 
concentration de 5 ng/ml de milieu. 

Comme I'indique la Figure 2, seules les cellules de la population CA r£pondent de manure 
efffcace au bFGF. En revanche, le bFGF n'a pratiquement pas d'effet sur la population CS S 
des stades tardifs (c'est a dire apres 50 doublements de population). 

Ces observations confirment une fois de plus P6tat de quiescence de la population CA et retat 
de senescence de la population CS. 

Les cellules CA, traitees au bFGF, sont soumises & un traitement a la trypsine a 80% de 
confluence et dilutes cette fois-cl de 5 a 10 fois dans de nouvelles boites de culture identiques. 

Deux points suppfementaires sont a preciser sur le bFGF : 

- Le bFGF entratne un changement de la morphologie des cellules. Quiescentes, celles-ci sont 
applaties et Margies. En presence de bFGF, et done en phase proliferative, elles prennent une 
forme fibroblastique (Figure 3, Figure 12) 

- De plus, I'effet du bFGF est reversible (Figure 3). 
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1 .4. Congelation des cellules des deux sous-populations CA et CS 

Les cellules des deux sous-populations CA et CS sont regulierement congeiees, pour 
constituer un stock de chaque population cellulaire et pour permettre de suivre son Evolution au 
cours des transferts cellulaires. La cryoconservation ne change pas les proprietes de ces 
cellules. 

De fa<?on pratique, les cellules sont trypsin6es, centrifugees et re-suspendues dans le milieu de 
congelation constitue de s6rum de veau fcetal additionne de 10% de DMSO. Ces cellules sont 
ensuite placees a-20°C pendant 1h t puis e -80°C pendant une nuit et enfin stockees dans 
I'azote liquidea-180°C. 

2. Mesure de ractivite telomerase des cellules souches 

2.1 Methodologie pour la determination de l'activite telomerase : 

L'activite telomerase est quantise par le kit TeloTAGGG Telomerase PCR Elisa PLUS (Roche). 

La quantification de l'activite telomerase se fait en deux etapes : 

i) La premiere etape est une etape d'amplification/eiongation (ou TRAP assay) ou la 
telomerase ajoute des motifs teiomeriques (TTAGGG) a l'extr6mite 3' d'un primer 
biotinyie. 

ii) La deuxieme etape est la detection et la quantification par Elisa. 

Les produits PCR obtenus dans retape 1 sont hybrides avec un primer specifique des 
extremites teiomeriques, marque e la digoxigenine. De plus les microplaques Elisa sont traitees 
a la streptavldine, ce qui permet rimmobilisation des produits via la biotine. Les ampllcons 
immobilises sont detectes avec un anticorps anti-digoxigenine, conjugue a un anti-DIG-HRP et 
le substrat peroxidase TMB. 

L'intensite de la reaction photometrique est estimee en utilisant un lecteur mlcroplaque Elisa 
(Absorbance a 450 nm avec longueur d'onde de reference 690nm). 

On calcule alors l'activite telomerase relative de rechantillon par rapport a l'activite telomerase 
d'un controle positif (cellules de la lignee HEK293 pour Human Embryonic Kidney 293) 
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2.2 Resultats de la determination de Tactivite telomerase : 

En utilisant le kit Te/oTAGGG telomerase PCR Elisa Plus" commercialise par Roche, Tactivite 
telomerase pr6sente dans les 2 sous populations CA et CS de la primo2, a ete quantiftee. 

Une activity telomerase significative est detectee dans les cellules souches de Tinvention. 
Pour Primo 2CA (T25 : transfert cellulaire 25, correspondant & environ 100 doublements de 
population), Tactivite telomerase est d'environ 20% comparee a Tactivite telomerase de la 
Iign6e humaine transformee HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 immortalise par TAg T). 
La Iign6e HEK293T est utiiisSe dans ce kit comme reference. 

A Tinverse, aucune activite telomerase significative n'est detectee dans les cellules CS, par 
exemple les cellules de la primo 2 CS (T20) pr6sente une activite d'environ 5% comparee d 
celle des HEK293T. 

3. Carvotype des cellules souches 

Le caryotype permet ('observation et la classification des chromosomes presents au cours de la 
metaphase. 

3.1 Methodologie pour la determination du carvotype : 

Les metaphases sont obtenues en utilisant les techniques classiques de cytogenetlque. Aprfes 
accumulation des cellules en metaphase par blocage de Tappareil fusorial (incubation en 
presence de colchicine pendant 3h), on precede £ la dispersion chromosomique dans le 
cytoplasme par Taction d'une solution hypotonique (75 mM KCI pendant 40 min a 37°C) puis a 
une fixation avec du methanol/acide acetique (3/1). Les chromosomes sont ensuite identifies 
par la technique des bandes R (RHG-banding techniques) 

3.2 Resultats de la determination du carvotype: 

Le caryotype des cellules a ete realise. Ces caryotypes ont ete effectues sur les 2 sous 
populations CA et CS, en presence ou non de bFGF et a differents passages (T21 , T23 et T34 
pour les primo2 CA). 

Dans tous les cas, les caryotypes sont tout £ fait normaux. Les cellules n'ont done subi aucun 
remaniement chromosomique. La Figure 4 montre le caryotype des cellules de la Primo 2CA. 
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4. Plasticlte cellulaire des cellules souches 

La plasticity des cellules souches est £valuee selon les techniques suivantes : 

4.1 Methodoloqie pour evaluer la plasticity cellulaire : 

4.1.1. Conditions de differentiation en differents types cellulaires : 

Les cellules sont trypsinees puis ensemencees a 20 000 cellules / cm2. Les cellules atteignent 
la confluence 24 & 48h apres. La confluence etant une etape critique pour la differentiation, les 
cellules sont maintenues & confluence 24h suppiementaires avant de proceder £ la 
differentiation (adipocytes, osteoblastes, myocytes). 

/) Conditions de differentiation en adipocytes 

Les cellules confluentes sont incubees dans un milieu DMEM/ Ham's F12 (vol/vol, 1:1) 
supplements de 100U/ml de penicilline, 100 \ig I ml de streptomycine, 5ng/mt d'lnsuline 
humaine (Sigma), 10^g/ml de transferrine humaine (Sigma), 1|iM d'activateur de PPAR 
(par exemple BRL49653), 100 a 250 \iM isobutyl-methylxanthine (IBMX) et 1 nM de 
dexamethasone. Quarante huit £ soixante douze heures apres, ce milieu est remplace par 
le milieu precedemment decrit mais ne contenant plus d'IBMX et de dexamethasone. Ce 
milieu de differentiation est remplace tous les 2-3 jours, et ce pendant une periode de 15 £ 
20 jours, correspondant a une differentiation adlpocytaire optimale. 

ii) Conditions de differentiation en osteoblastes 

Les cellules confluentes depuis 24h sont incubees avec le milieu de differentiation 
osteoblastique compost de DMEM, 100 U/ml de penicilline, 100 ^g / ml de streptomycine, 
10% de s6rum de veau decompiemente, 0.1 ^iM de dexamethasone (SIGMA), 10mM p- 
glycerophosphate (SIGMA) et de 50jiM d'acide ascorbique (SIGMA). 
Le milieu est remplace tous les 2-3 Jours et ce pendant une periode comprise entre 15 et 
20 jours. 

///) Conditions de differentiation en myocytes 

Les cellules confluentes depuis 24h, sont incubees soit dans du milieu DMEM, soit dans le 
mil ieu PromoCell, en presence de 2% de serum de veau decompiemente et d'antibiotiques 
(100 U/ml de penicilline, 100 jig / ml de streptomycine). Le milieu est remplace tous les 2-3 
jours et ce pendant 3 & 6 semaines, particulierement tous les trois jours, pendant 21 jours. 
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M Conditions de differentiation en cellules endothelials 

Les cellules sont ensemenc£es & 20 000 /cm 2 dans un milieu DMEM contenant 10 ng/ml de 
VEGF121 humain (SIGMA). Le milieu de differentiation est remplacd tous les 2-3 jours, 
pendant 21 jours. 

4.1.2 Colorations 

I) Coloration Oil Red O (adipocytes: coloration des lipides intracellulalres) 
Apr£s fixation dans une solution PBS/0.25% glutaraldShyde, les cellules sont incubSes 
pendant 5 minutes £ temperature ambiante dans une solution de Oil Red O 2% 
(poids/volume). Les cellules sont ensuite Iav6es puis conservees dans du glycerol 70%. 

//) Coloration Alizarin Red (osteoblastes: Calcification de la matrlce extracellulalre) 
Apres fixation dans une solution PBS/025% glutaraldehyde, les cellules sont incubSes 5 
minutes & temperature ambiante avec la solution Alizarin Red 1% (poids/volume). Les 
cellules sont ensuites Iav6es a I'eau puis conserves a sec. 

4.1.3. Analyse transcriotionnelle 
fl Extraction d'ARN 

Les ARNs cellulaires sont extraits en utilisant le Tri Reagent (Euromedex, Ref TR-1 18) 
//) Northern Blot 

20\xg d'ARN / puit sont deposes sur un gel d'agarose(1.2%)/MOPS (1X)/ formaldehyde 
(1.1M). Apr£s eiectrophorese dans du tampon de migration MOPS (1X), les ARN sont 
transfers sur une membrane de nylon Hybond N+ (Amersham Pharmacia). 

La membrane est ensuite hybridee en presence d'une sonde sp6cifique , marquee au 32 P 
[dCTP] a Taide du kit Rediprime TM II Random Prime Labelling system (Amersham 
Pharmacia). 

Hi) RT-PCR 

La reaction de Reverse transcription PCR a 6t6 n§alisee en utilisant le kit OneStep RT-PCR 
de Qiagen. 
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4,1.4. Analyse de t'exoression de margueurs intracellulaires : 

Cette technique a ete utilisee pour quantifier le nombre de cellules de la primo2 CA 
capables de se differencier in vitro en myocytes. Le marqueur analyse est la myosine des 
fibres musculaires rapides (fast twitch myosin ou FT myosin), marqueur tardif de la 
myogenese. 

Apres decollement des cellules, celles-ci sont fixees en presence de PBS/ 1% 
formaldehyde pendant 15 min £ temperature ambiante, puis permeabilisees avec une 
solution de digitonine (10^g/ml de PBS) pendant 7 & 8 min a temperature ambiante. 
On precede ensuite au marquage anticorps, en suivant la protocole decrit pour la detection 
des marqueurs de surface (voir Exemples 7 et 11 ci-dessous). L'anticorps utilise est un 
anticorps de souris conjugue directement a la phycoerythrine et reconnaissant la FT 
myosine humaine. 

4.15. Immunohisiochimie 

Les cellules sont fixees avec 4% de paraformaldehyde pendant 10 min £ temperature 
ambiante. Lorsque la proteine recherchee est nuciealre (comme par exemple la 
myogenine), les cellules sont permeablllsees en presence de PBS/0.1% Triton X100 
pendant 10 min. On procede ensuite au blocage de I'activite peroxidase endogene, en 
incubant les cellules avec 3% de H202 pendant 5min. 

Les cellules sont ensuite incubees avec I'anticorps primaire entre 30 min et 1 h a 
temperature ambiante, puis avec I'anticorps secondaire (anti mouse IgG couple a la 
peroxidase (Vector Laboratories) ou anti-goat IgG couple a la peroxidase (Santa Cruz 
Biotechnology). 

Les anticorps primaires utilises dans nos experiences, von Willebrand factor (vWF) (goat 
IgG, reconnaissant a la fois le vWF humain, de rat et de souris) (Santa Cruz Biotechnology) 
et Myog6nine (mouse anti human IgG) (Santa Cruz Biotechnology) ,ont 6t6 utilises au 
1 :100. 

4.2 Resultats de I'analvse de la plasticlte cellulaire 

4.2.1. Plasticite des deux sous populations cellulaires CA et CS a des passages 
pr6coces 

A des stades precoces (par exemple T1, T5, T7 correspondant 6 3, 15 et 21 doublements de 
population, respectivement), les populations CA et CS pr6sentent les memes caracteristiques 
en terme de plasticite, morphologie et proliferation . 
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i) Differentiation en adipocytes 

Les resultats pour les experiences impliquant une Coloration Oil Red O sont illustres dans 
ia Figures 5 (pour Primo 2CA et Primo 2CS) et la Figure 14 pour Primo 1CA (40 
doublements de populations), Primo 3CA (25 doublements de population) et Primo 6CA 
(25 doublements de population). En outre, des adipocytes Issus de la Primo 1CA, Primo 
3CA et Primo 6CA apres 50, 40 et 40 doublements de population, respectivement, sont 
Illustr6s dans la Figure 13. Une comparaison des Figures 13 et 14 demontre clairement 
que, plus le nombre de doublements de population est Sieve, plus la differentiation est 
homogdne. 

Une analyse par « Northern Blot » (Figure 6) demontre i'expression transcriptionnelle de 
marqueurs adipogeniques (aP2 et PPARy2) au cours de la differentiation : CA T14 (42 
doublements de population) et CS T16 (48 doublements de population). 

ii) Differentiation en osteoblastes 

La Figure 7 iilustre la differentiation des cellules CS et CA en osteoblastes. Coloration 
Alizarin Red. 



4.2.2. Evolution de la plasticity cellulalre a des passages tardifs 

Les cellules de ia primo 2 CS, a partir du transfert 20 (correspondant £ environ 60 doublements 
de population) entrent en senescence. Elles perdent simultanement leur potentiel prollferatif et 
leur capacite de differentiation. 

Par contre, les cellules de la population CA, au meme stade, deviennent quiescentes. Elles 
proliferent en presence de bFGF et conservent ieur plasticity. Cette plasticite reste inchangee & 
un transfert 40 (correspondant £ environ 200 doublements de population). La Figure 8 iilustre 
la differentiation adipocytaire et osteoblastique pour la Primo2 CA T30 (environ 130 
doublements de population). 

On conserve egalement dans la population CA, a des passages tardifs, I'expression 
transcriptionnelle des differents marqueurs spetifiques soit de la differentiation adipocytaire, 
soit de la differentiation osteoblastique. (Figure 9) Prlmo2 CA T32 (140 doublements de 
population). 
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4.2.3 -Capacite des cellules de la primo2 CA g se differencier en myocytes et cellules 
endoth&iales In yitro 

Les cellules de la primo2 CA sont capables, dans des conditions de culture appropriees de 
se differencier in vitro, apres 3 semaines environ, en myocytes et en cellules endothelials. 

i) Differentiation mvocvtaire 

Apres 4 jours en presence de milieu de differentiation en myocytes, les cellules de la 
primo2 CA expriment des marqueurs pr£coces de la differentiation myocytaire comme 
la myogenine (marquage en immunohlstochimie cf Fig 21). Apres 7 jours, I'expression 
de myog6nine n'est plus detectable. 

Apr6s 21 jours, 95 % des cellules de la primo2 cultiv^es dans ce milieu, expriment un 
marqueur tardif de la differentiation myocytaire, & savoir la myosine des fibres 
musculaires rapides ou Fast Twitch myosin (marquage intracellular et analyse au 
FACs,cffig 22). 

ii) Differentiation en cellules endothelials 

Contrairement aux cellules adipocytaires, osteoblastiques et myocytaires qui 
appartiennent au "Limb bud mesoderm", les cellules endothelials derivent du 
mesoderme visceral. 

Apr£s 21 jours de maintien dans un milieu compose de DMEM et de hVEGF121 
(10ng/ml), les cellules de la primo2 CA expriment le von Willebrand factor , marqueur 
sp£cifique des cellules endothelials (Immunohistochimie, cf fig23). 

5. Caracferisation de la fonctionnalite adipocvtaire par dosage enzvmatique 

5.1 Methodoloqie pour caracteriser la fonctionnalite adipocytaire 

5.1 .1 Mesure de I'activite Glvc6rophosDhate D6shvdroa§nase (GPDH) 

On procede dans un premier temps a la lyse des cellules dont on veut mesurer i'activife GPDH. 

Le principe du dosage est resume sur ce schema: 
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GPDH 

Dihydroxyacetone phosphate + NADH ► Glycerophosphate + NAD 

On determine la vltesse initiale de disparition du NADH & 340nm (en presence de NADH, 
DHAP et du lysat cellulaire), ce qui permet de calculer la quantity de substrat degrade, d'ou 
I'activite enzymatique specifique (apr£s dosage des prolines). 

La lecture se fait sur un spectrophotometre permettant de falre des cinetiques (KONTRON 
Uvicon 860 thermostat a 37°C). 

5.1,2. Test de lipolvse 

Ce test consiste & mesurer le glycerol radiomarque libere par les adipocytes en 
presence d'agonistes de recepteurs adrenergiques. La methode utilisee est celle d6crite par 
Bradley DC et Kaslow HR (Anal Biochem, 1989, 180,11-16). Le glycerol libere est phosphoryie 
en presence de glycerokinase, et d'ATP et d'ATP marque au P 32 sur la position y. L'ATP 
residuel est ensuite hydrolyse en milieu acide e 90°C et precipite avec du molybdate 
d'ammonium et' de la trietbylamine. La radioactivity incorporee sous forme de 
glycerophosphate marque au P 32 est estimee par comptage au compteur p et les valeurs ont 
exprimees en pmol grace une courbe etalon. 

5.2 R6sultats de la caracterisation de la fonctionnalite adipocvtaire 

5.2 .1. Activity Glycerophosphate Dehydrogenase (GPDH) 

Cellules primo2 CA (T24 en presence de bFGF humain) : 
Apr§s 11 jours de differentiation (2 experiences) 
Contrdle: 77 nmol/min/mg de proteine 

En presence d'un agoniste de PPARy (BRL49653): 290nmol/min/mg de proteine 

Apres 16 jours de differentiation (3 experiences) 
Contrdle: 20 nmol/min/mg de proteine 

En presence d'un agoniste de PPARy (BRL49653): 390 nmol/min/mg de proteine 

Cellules prlmo2 CS (T22 en presence de bFGF humain) : 
Aprds 13 jours de differentiation (3 experiences) 
ContrOle: 22 nmol/min/mg de proteine 

En presence d'un agoniste de PPARy (BRL49653): 30 nmol/min/mg de proteine 
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5.2.2. Capacity de lipolvse des cellules de la orimo 2 CA 

Les lipolyses ont ete realises, sur des cellules primo2 CA T32 avec des agonistes sp6cifiques 
des differents recepteurs p adrenergiques, a savoir: 

Isoproterenol: pi, p2 adrenergique 
Dobutamine: pi adrenergique 
Terbutaline: P2 adrenergique 
CL316243 P3 adrenergique: 

Les vitesses de lipolyse obtenues sont les suivantes (d'apres la courbe de glycerol etalon) : 
Contrdle: 5.76 nmol/ h /mg de proteirie 
Dobutamine: 60.1 nmol/h/mg de proline 
Terbutaline:93.78 nmol/h/mg: 60.1 nmol/h/mg de proteine 
CL316243: 17.1 nmol/h/mg de proteine 

Les resultats sont illustres dans la Figure 10. 

Les experiences de lipolyse montrent la presence de recepteurs p1 et p2 adr£nergiques, et 
I'absence de recepteurs p3 adrenergiques, resultats en accord avec les observations in vivo 
(Galitzky et al; (1997) British J. Pharmacol 122: 1244-1250). 

6. Caracterisation de la fonctionnalite des osteoblastes par detection du calcium associe a la 
matrice extracellulaire 

6.1 Methodoloaie pour la caracterisation de la fonctionnalite des osteoblastes : 

Pour detecter le calcium secrete par les osteoblastes, les cellules sont cultivees dans le milieu 
de differenciation osteoblastique precedemment decrit. 

Aprds differenciation optimale, le tapis cellulalre est lyse avec une solution 0.1 N NaOH pendant 
45 min. On precede ensuite e une etape de neutralisation, en rajoutant du HCL 1N ( 0.2 vol/ 1 
vol NaOH). Les boites, ou restent toujours la matrice extracellulaire, sont s6chees puis 
incub6es avec la solution du "SIGMA calcium detection kit". La quantite de calcium secrete par 
les osteoblastes est quantise par lecture de cette solution au spectrophotom6tre (D0575) 
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6.2. Ftesultats : Fonctionnalite des osteoblastes 

La fonctionnalite des osteoblastes a 6te mise en Evidence par la technique de detection du 
calcium assocte & la matrice extracellulaire (Figure 11) . 

Nous pouvons 6galement souligner rimportance du lot de s6rum de veau dans la 
diff6renciatlon osteoblastique. Ceci reflate le rdle crucial dans la differenciation osteoblastique 
de certalnes cytokines, hormones ou facteurs de croissance non caracteris6s et presents dans 
des proportions variables selon les lots de sSrum. 



7. Marauaae cellulaire et analyse en cvtom6trle de Flux 



Le caractere HLA Classe I n§gatif des cellules souches de I'invention a et6 mis en Evidence par 
analyse en cytom6trie de flux, utilisant un syst&me de simple marquage classique : 



7.1 Simple marauaae 



Les cellules sont dScoltees puis Iav6es dans du PBS. Apr6s centrifugation, les cellules sont re- 
suspendues et Incub6es avec I'anticorps primaire a la concentration de 10 \xglm\ pendant 30 
min & 4°C. Les anticorps utilises sont soit un anticorps monoclonal de souris, dirig6 contre les 
molecules HLA de classe I (W6/32, Novocastra), soit un anticorps IgG de souris (Santa Cruz) 
utilise comme controle negatif. Le nombre de cellules utilises par condition est de 5 x 10 5 a 
10 6 . Les cellules employees pour cette analyse sont les sulvantes : 



HeLa : Cellules humaines tumorales (HLA Classe I positif : contrdle positif). 

SVF : Tissu adipeux adulte, pas de doublement de population (HLA Classe I 

positif ) 

Primo 2CA : 120 doublements de population 
Primo 2CS : 45 doublements de population 

Les cellules sont ensuite lav§es puis incubees pendant 20 min £ 4°C avec un anticorps (dit 
secondaire) qui est un anti IgG de souris couple au FITC (0.2\igl 10 6 cellules) (Caltag). 



Les cellules sont ensuite lavees et leur fluorescence analyst par cytom6trie en flux (Scan 
FACS Becton Dickinson). 
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Les resultats son! illustres dans la Figure 15, et montrent que les cellules souches de 
Invention (par exemple Primo 2CA) presentent un niveau depression de molecules HLA de 
Classe I non-detectable par cytometrie de flux en simple marquage.. Les cellules souches de 
rinventlon sont done « HLA Classe I negatif », 

Cette experience de cytometrie de flux a egalement ete mise en oeuvre avec les cellules 
souches de la PrimoICA et de la Primo3CA, ainsi qu'avec les cellules de la Primo 2CS (Figure 
15). Dans tous les cas, le niveau depression de surface de HLA Classe I est n6gatif. 

8. Obtention de clones multipotents a partir des cellules CA 

Les cellules de la Primo 2 CA ont ete ensemencees en condition de dilution llmite, a savoir 1/3 
de cellules par puite de plaques de 24 puits, puis maintenues en presence de 10% FCS 
contenant 5ng/ml bFGF. 

Dix jours apr£s, des clones ont ete isoies et amplifies. Ces clones conservent leur phenotype 
non-differencie jusqu'3 la mise en condition de differentiation. Leur capacity de differentiation 
en adipocytes et osteoblastes est alors mise en evidence. 

La Figure 16 montre deux clones, CA1 et CA3, qui ont ete mis dans le milieu de culture 
permettant la differenciation en adipocytes et en osteobiastes. Les adipocytes sont r6vSI6s par 
le colorant £ I'huile rouge et les osfeoblastes par le rouge Alizarin. Les clones analyses par 
cytometrie de flux se revelent egalement HLA Classe I et II negatifs 

9. Expression d'un transqene dans les cellules souches 

Les cellules souches de I'invention, notamment les cellules du clone CA1 (obtenu selon 
TExemple 7) ont ete transduites au stade 21 doublements de population, par un retrovirus 
exprimant un gene de resistance a un antibiotique, la puromycine, et le g£ne rapporteur LacZ 
sous le controle d'un promoteur LTR. 

Les virions infectieux sont produits & partir de cellules 293 transfecfees de fagon stable avec un 
vecteur PVPack-GP (contenant les sequences gag et pol), que Ton co-transfecte avec le 
plasmide pFB-Neo-lacZ et le vecteur PVPack-VSVG expressing vector, contenant la profeine G 
du virus de la stomatite vesiculaire 
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La figure 17 montre que les cellules transduites puis selectionn§es en presence de puromycine 
expriment toutes le g6ne LacZ r6v6te in situ par I'activite p-galactosidase. 

10. Expression de Oct-4. d' ABCG2 et de Rex-1 dans les cellules souches CA 

Oct-4 est un facteur de transcription exprime sp6cifiquement dans les cellules souches 
embryonnaires de souris et est indispensable au maintien de leur pluripotentialite. II a 6te 
montr§ Sgalement que Oct-4 est exprim6 par les cellules souches embryonnaires humaines. 

L'expression transcriptionnelle de Oct-4 a ete mise en 6vidence dans les cellules souches de 
('invention. Les ARN sont extraits a partir des cellules CA (populations homogSnes et 
populations clonales) et I'expression de Oct-4 est amplifiee par RT-PCR, puis d6tect6e par 
hybridation. Les conditions de PCR sont: 94°C, 1mn ; 57°C, 1mn ; 72°C, 1mn pendant 45 
cycles. -RT : controle n6gatif. 

De m§me, I'expression transcriptionnelle d'ABCG2 a ete mise en evidence dans des cellules 
CA (populations homogSnes et populations clonales). Les ARN sont extraits & partir des 
cellules CA et CA1 et I'expression de ABCG2 est ampliftee par RT-PCR, puis d&ectee par 
hybridation. Les conditions de PCR pour ABCG2 sont: 94°C, 1mn; 60°C, 1mn; 72°C, 1mn 
pendant 31 cycles. 

La Figure 18 montre les rSsultats obtenus avec les cellules Primo 2CA du transfert 16 (48 
doublements de population) et les cellules du clone Primo 2CA1 du transfert 5 (15 doublement 
de population). Elles expriment Oct-4 et ABCG2. 

Les cellules primo 2 CA expriment 6galement le facteur de transcription Rex-1 (figure 18, partie 
droite). Le facteur de transcription Rex-1 est un marqueur sp6cifique de cellules souches 
embryonnaire de souris et humaines. Les conditions de PCR pour Rex-1 sont les suivantes : 
94°C 1min„ 60°C 1 min., 72°C 1min., nombre de cycles 31, 72° 5min 1 cycle. 

11. Caracterisation des cellule s CAde invention en termes de marqueurs de surface 

La caracterisation des cellules CA de Invention, particuliSrement les cellules de la Primo 2CA, 
a <§t§ approfondie en termes de marqueurs de surface, a I'aide de la technique de la cytom6trie 
en flux. 
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11.1, MSthodologie pour I'analvse de I'expression des maraueurs de surface par cvtometrie 
de flux : 

Le protocols de marquage a 6te decrit precedemment (voir Exemple 7). Les anticorps 
utilises dans ce contexte sont les suivants : 

HLA de classe I conjugue a la fluoresceine (FITC) ; 
HLA-DR (HLA classe II) conjugue a la phycoerythrine (PE) ; 
CD-3 (marqueur des lymphocytes T) conjugu6 a PE ; 

CD13 (marqueur des cellules stromales de la moelle osseuse, cellules endoth&iales, 
prog6niteurs pr6coces des granulocytes / monocytes et de leur descendance) conjugu6 au 
FITC 

11.2 -R6sultats de la caracterisation des cellules CA de ('invention en termes de 
maroueurs de surface : 

Les cellules de la primo 2 CA sont negatives en surface pour I'expression de CD3, d'HLA 
classe I et d'HLA-DR. Elles sont par contre CD13 positives (marqueur exprim6 entre autres 
dans les cellules stromales de la moelle osseuse (cf Fig 20) 

L'absence en surface des molecules HLA de classe I et II suggSrent fortement la non 
immunogenics des cellules de la primo2 CA. 

II est interessant de remarquer que les cellules de la primo 2 CA different des cellules 
humaines de la moelle osseuse decrite par Reyes et al (Blood, Nov 2001). 

Ces cellules appetees MPC pour "Mesodermal Progenitor Cells" sont HLA classe I et 
classe II negatives et CD13 positives uniquement lorsqu'elles sont cultivSes 6 faible 
density, dans un milieu de culture contenant de faible concentration de s6rum de veau 
foetal (2%) avec presence obligatoire d'EGF et de PDGF. 

Par contre, cultivSes en presence de 10% de serum de veau foetal (concentration utilis6e 
pour amplifier les cellules de Invention, en particulier les cellules de la primo2 CA), les 
hMPCs ptesentent le phenotype inverse, a savoir HLA classe I et HLA-DR positives et 
CD13 negatives. Les hMPCs cultivSes en presence de 10% de s6rum de veau ou de bFGF 
(FGF-2) perdent leur potentiel de proliferation trSs rapidement et meurent. 
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12. Differenciation des cellules souches CA de rinventlon en cellules endotheliales et en 
myocytes in vivo : 

II a ete demontre dans I'exemple 4 que les cellules de I'invention sont capables de se 
differencier in vitro, apres trois semaines en cellules endotheliales et en myocytes. 

Les exemples presentes ci-dessous demontrent que les cellules humaines CA de I'invention 
(particulterement les cellules de la Primo 2CA, de la Primo 1CA et de la Prlmo 3CA) injectees 
dans le muscle de souris mdx, modeie animal des myopathies de Duchenne chez rhomme, 
sont capables de r6g6n£rer des fibres normales apres 10 jours seulement. De fa$on 
surprenante, ces cellules ne sont pas rejetees iorsqu'elles sont transplants chez ces souris 
non immuno-supprimees. De telles cellules, par leur capacity de regeneration in vivo et leur 
absence d' immunogenicite, offrent de nombreuses perspectives th6rapeutiques dans un 
contexte allog6nique. 



12,1 Protocole de transplantation et analyse de la regeneration in vivo par immunofluorescence 
et FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) 

12.1.1. Protocole de transplantation 

Pour analyser le potentiel de regeneration in vivo des cellules CA de I'invention (plus 
particulierement des cellules la primo2 CA, de la Primo 1CA et de la Primo 3CA), le modeie 
animal, des souris mdx (C57BL/10ScSn DMD mdx /J), a 6te utilise. 

Ces souris mdx (X-chromosome -linked muscular dystrophy) constitue un bon modeie 
animal pour etudier les myopathies de Duchenne chez rhomme, car elle presente une 
mutation ponctuelle du gene de la dystrophine (localise sur le chromosome X), entratnant la 
non- traduction de la dystrophine. Chez i'homme, I'absence de dystrophine, proteine au r6le 
mal connu, entraTne une cascade d'6venements peu compris e ce jour, provoquant la 
disparition progressive des fibres musculaires et le deces. 

Pour les experiences in vivo de regeneration musculaire, les cellules suivantes ont ete 
utilisees : 

■ des cellules de la primo 2 CA obtenues entre 80 et 160 doublements de population 
(plus precis6ment 80, 120 et 160 doublements de population) ; 

• des cellules de la Primo 1CA obtenues a 50 et & 120 doublements de population ;. 

■ des cellules de la Primo 3CA a 45, & 80 et 1 10 doublements de populations. 
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Dans toutes les experiences, des souris mdx ag6es de 3 a 4 mois, de sexe indifferemment 
masculin ou feminin, ont 6te utilises. 

Le muscle du tibia anterieur gauche est transplants avec 150 000 cellules de la primo 2 CA, 
de la Primo 1CA ou de la Primo 3CA, repris dans un volume de 50^1 de HBSS (Hank's 
Buffered Saline solution) Le m§me volume de HBSS est injects dans le muscle droit 
servant de controle n§gatif. 

Pour analyser le potentiel de regeneration musculaire des cellules de Pinvention, nous 
avons dans un premier temps, traite les souris transplants avec un agent 
immunosuppresseur, la cyclosporine, pour §viter le risque de rejets immunitaires. 
L'administration de cyclosporine se fait par voie intrap^ritoneale, une fois par jour & la 
concentration de 10mg/ kg (poids de l'animal)/jour et ce a partir de la transplantation. 

Les souris mdx transplants et traitees simultanSment a la cyclosporine sont sacrifices 
apr£s 10 jours. 

En paraltele, pour tester la non immunog6nicite des cellules de la primo2 CA, de la Primo 
1CA ou de la Primo 3CA, les inventeurs ont utilise le m§me protocole de transplantation 
mais sur des souris mdx ayant un sVsteme immunitaire normal, c'est a dire non traitees a !a 
cyclosporine. 

Les muscles transplants, ainsi que les muscles contr6les (injectes unlquement avec 5Q\i\ 
HBSS), sont r6cuperes et congetes dans I'isopentane puis I'azote llquide. 

12.1.2 Det ection de la dvstrophine oar immunofluorescence 

Des coupes s6ri£es de 12 ^m sont pr£par6es a partir des muscles congetes et 
deshydratees par passages successifs de 10minutes dans I'ethanol 50, 75 et 100%. 

Pour r^aliser le marquage a la dystrophine, les coupes congetees sont fix£es au methanol/ 
acide ac&ique glacial (70/30, v/v) pendant 15 min a temperature ambiante. AprSs lavage au 
PBS (Phosphate- buffered Saline) et incubation pendant 30 min dans une solution de 
blocage (PBS+3% BSA (Bovine Serum Albumine)), les coupes sont incub§es pendant une 
heure avec un anticorps sp6cifique de la dystrophine humaine (mouse anti-human lgG2a, 
Novocastra NCL-DYS3), ou un anticorps qui reconnait a la fois la dystrophine humaine, de 
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rat et de souris (mouse lgG1 NCL-DYS2 Novacastra). Pour rSduire !e bruit de fond, 
I'anticorps est prealablement couple a la fluoresceine (Alexa Fluor 488), en utilisant le 
"Zenon Alexa Fluor 488 Mouse lgG2a ou lgG1 Labeling Kit seton I'anticorps (Molecular 
Probes). 

Les coupes sont ensuite lavees au PBS puis e Peau et analyses par microscopie e 
fluorescence (Olympus BH2). 



12.1.3. Detection des novaux humains transplants oar FISH (Fluorescence In Situ 
Hybridization) 

Les lames sont d6shydratees par passages succesifs de 2 min, dans des bains d'ethanol £ 
concentrations croissantes (70, 80 et 100%), puis denatures & 73°C dans une solution 
70% formamide/2XSSC (solution saline citratee) pendant 2min 30s. Les iames sont ensuite 
r6hydrat6es (bains d'ethanol de concentrations decroissantes 100, 80 et70%) avant de 
proceder a I'hybridation. 

La sonde uti!is6e pour detecter les noyaux humains est une sonde specifique de tous les 
centromeres humains (a-Satellite) couplee a la digoxigenine (CP5095-DG.5, Appligene 
Oncor). 

La sonde, prealablement dilute dans le tampon d'hybridation Hybrisol VI (Appligene Oncor) 
(1\x\ de sonde pour 10 \i\ de tampon), est denature pendant 5 min & 72°C puis deposee sur 
les lames. L'6tape d'hybridation se fait & 37°C , dans une chambre humide pendant 12h. 

Les lames sont ensuite lavees : 1 lavage en 50% formamide/2XSSC & 43°C pendant 15 
min suivi d'un lavage en 2XSSC a 37°C pendant 8 minutes. 

L'etape ulterieure est une etape de detection, consistant a I'application sur les lames d'un 
anticorps anti-digoxig6nine couple a la rhodamine (Appligene Oncor) (5 min £ I'obscurite). 
Avant I'analyse des coupes, on procdde a la coloration de I'integralite des noyaux en 
utilisant une solution de DAPI (coloration bleu). 

Les lames sont ensuite observes au microscope a fluorescence (Axiophot Zeiss) avec une 
lampe 100 watts et un systeme de filtres ( Perceptive Scientific International). 



WO 2004/013275 



52 



PCT/FR2003/002439 



12.1.4. Double marauaae ImmnunofJuorescence /FISH 

Pour pouvoir co-localiser les noyaux humains avec les fibres musculaires rSexprimant la 
dystrophine, les inventeurs ont proc6d6 £ un double marquage (dystrophlne/noyaux 
humains). Pour ce faire, Petape de d6tectlon de la dystrophine a 6t6 effectu6 avant de 
proc6der au marquage des noyaux humains par FISH. 

12.2- Ftesultats : Capacite de regeneration musculaire et non immunogenicite des 
cellules CA de ^invention in vivo : 

12.2.1 Capacite de regeneration musc ulaire in vivo 

De nombreuses etudes concernant la muitipotentialite des cellules souches adultes in 
vivo ont 6t§ remises en question , notamment apres la mise en Evidence du pouvoir 
de fusion de ces cellules (Terada et al, Nature 2002 ; Wurmser et al, Nature, 2002 et 
Ying et al, Nature, 2002). De plus, certains travaux suggdrent que la capacit6 de ces 
cellules & exprimfer des marqueurs spScifiques du tissu ou elles ont 6t6 transplants, 
est un tenement extremement rare (Wagers et al, Science,2002 ; Morshead et al, 
Nature, 2002). 

Pour §viter les probiemes evoquSs ci dessus, des souris mdx, moddle animal des 
myopathies de Duchenne, ont §te utilises. Ces souris sont d^ficientes en dystrophine 
(mutation ponctuelle au niveau du g&ne) (En r6alite, il existe un faible nombre de fibres 
rSvertantes reexprimant de la dystrophine mais le pourcentage de ces fibres ne 
d<§passe pas 1 % (Hoffman et al., J Neurol Sci, 1990 ; Gfllis, J Muscle Research and 
Cell Motility, 1999) ). 

Dans un premier temps, pour eviter tout ph6nomene de rejet, les souris mdx ont 6te 
traitees avec un agent immunosupresseur, la cyclosporine. 

L'injectfon d'un faible nombre de cellules de la primo2 CA (100 000 £ 150000 cellules) 
dans le muscle Tibialis Anterior se traduit par une restoration de la dystrophine dans 
environ 50% des fibres, en seulement 10 jours. Ces fibres positives sont regroup6es 
sous forme de clusters (correspondant sans doute au point d'injection). 
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En accord avec les resultats precedents, en utilisant la technique de FISH, les noyaux 
humains avec les fibres musculaires positives pour la dystrophine (cf Fig 24 et 25), ont 
pu etre localises. 

Des resultats similaires sont obtenues pour des cellules de la primo 2 CA entre 60 et 
160 doublements de populations, traitees prealablement ou non au bFGF (FGF-2). 
Des resultats similaires ont ete obtenus avec le clone CA1 , derive de la population 
primo2 CA. 

12.2.2 Non immunogenic^ des cellules CA in vivo : 

Contrairement S la plupart des cellules somatiques, !es cellules CA de Pinvention sont 
depourvues de marqueurs HLA classe-l (voir Exemple 7) et de marqueurs HLA 
Classe-ll en surface (Exemple 11). Ce phenotype extrdmement rare suggere 
fortement la non-immunogenicite des cellules CA de Tinvention. 

Pour valider la non immunogenicite de ces cellules In vivo, une approche 
experimental similaire a celle decrite en section 12.2.1 mais en utilisant des souris 
mdx non immunosupprimees, a ete utilisee. 

Apres 10 jours de transplantation, le muscle des souris transplants et non 
immunosupprimees r6expriment des taux de dystrophine comparables a celui des 
souris traltees 3 la cyclosporine. Un potentiel de regeneration musculaire est constate, 
a la fois pour les cellules de la Primo 2CA, et pour les cellules de la Primo 1CA et de la 
Primo3CA, en absence d'immunosuppresseur (cf Figure 24 pour les cellules de la 
Primo 2CA et Figure 31 pour les cellules de la Primo 1CA et de la Primo 3CA). 

Apres 50 jours de transplantation, en absence d'immunosuppresseur, le nombre de 
fibres musculaires positives pour la dystrophine continue £ augmenter dans le tibialis 
anterior injecte mais des fibres se retrouvent egalement dans d'autres muscles comme 
le gastrocnemius (cf Figure 25). Ces resultats suggerent fortement que les cellules de 
la primo2 CA sont capables non seulement de regenerer le muscle au point d'injection 
mais egalement de migrer pour reparer les muscles envlronnants. Une augmentation 
du pourcentage de noyaux peripheriques d'origine humaine & Hnterieur des fibres, et 
une diminution du pourcentage de noyaux centrales a ete observee entre 10 et 50 
jours apres transplantation (de 73% e 85%, et de 27% a 15% respectivement), 
indiquant que les cellules injectees parttcipent & la differenciation terminate des 
myocytes. 
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A I'aide de la technique de FISH, les noyaux humains sont toujours presents et 
colocalises avec les fibres dystrophine-positives. De plus, la localisation d'un certain 
nombre de noyaux humains a la peripheric externe des fibres positives suggdrent ia 
presence de cellules satellites humaines et / ou de cellules endotheiiales d'origine 
humaine. 

En comparaison, la transplantation en grande quantity de myoblastes humains (4 
millions) dans des souris mdx non immunosupprimes se traduit par un rejet total apres 
un mois (Huard et al, Muscle and Nerve, 1994) et done absence de regeneration 
musculaire. 

Apres 80 jours de transplantation, le nombre de fibres musculaires positives pour la 
dystrophine continue e augmenter dans le muscle injecte, et des fibres se retrouvent 
toujours dans le gastrocnemius (cf Figure 26). 

Aprds 6 mois de transplantation, plus de 80% des fibres expriment de la dystrophine 
humaine, contre 50% e des temps de transplantation plus precoces (Figure 27). En 
outre, Ton constate egalement au sein de la fibre, une expression beaucoup plus 
reguliere de la dystrophine, en comparaison £ des temps plus precoces de 
transplantation ou Texpression de la dystrophine est irreguliere au sein de la m§me 
fibre. De plus le muscle transplants presente une amelioration nette au niveau de la 
morphologie des fibres (morphologie des fibres plus r6guliere et absence de necrose, 
processus important dans les souris mdx de cet 3ge). 

Ces observations indiquent que les cellules transplants ne donne lieu a aucune 
reaction de rejet chez la souris immunocompetente. Le caractere non-immunogSne 
des cellules transplants a en effet et6 dSmontre a I'aide d'une coloration d 
I'hematoxyline. Aucune reaction de rejet (absence d'infiltration par les lymphocytes T 
CD3+) n'est observee apres 10 jours, (Figure 29), 50 jours, 80 jours (resultats non 
illustres), ou apres 6 mois de transplantation de cellules de la Primo 2CA (voir Figure 
30). De meme, Pabsence d'infiltration lymphocytaire peut egalement §tre constatee 10 
jours apres transplantation des cellules de la primo 1CA et de ia Primo 3CA, 
confirmant Pabsence de reaction de rejet. La Figure 32 illustre les resultats obtenus 
avec les cellules de ia Primo 3CA. Les m£mes resultats ont ete obtenus avec les 
cellules de la Primo 1CA. Le comportement immunopriviligie des cellules de la primo 
1CA et de la Primo 3CA est done Identique a celui observe chez la Primo 2CA. Ces 
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resultats ont egalement ete confirmes en utilisant un anticorps anti CD-3, demontrant 
['absence d'infiltration lymphocytaire. 

En revanche, la transplantation de cellules stromales-vasculalres humaines non 
purifiees, Isoldes & partir de tissu adipeux humain induit une reaction immunitalre 
cytotoxique et humorale (Fig. 29(c) et (c')). 

En conclusion, apres six mois de transplantation, les cellules entrainent une nette 
amelioration du muscle transplants avec un fort pourcentage de fibres exprimant la 
dystrophine humaine et une absence du processus de necrose que Ton observe dans 
les souris mdx non-traitees du m§me age, et cela en absence d'immunosuppresseur. 

L'origine humaine de la dystrophine exprim6e dans les myofibres du muscle 
transplants a ete dSmontrSe, par immunodetection comparative, utilisant d'une part un 
anticorps specifique pour la dystrophine humaine (dirige centre PextrSmite N-terminale 
de la dystrophine humaine : mouse anti-human IgG2a : NCL-DYS3 de Novocastra,), et 
d'autre part un anticorps capable de reconnaTtre a la fois la dystrophine humaine et la 
dystrophine murine (dirige contre I'extr6mite C-terminale de la dystrophine humaine et 
murine : mouse anti-human !gG1 : NCL-DYS2 de Novocastra,). 

Les resultats de cette immunodetection comparative sont illustres dans la Figure 28. 
La presence de myofibres exprimant de la dystrophine, et la localisation subcellulaire 
dans le tibialis anterior 10 jours aprSs transplantation est visible. La similarite entre les 
Figures 28(a) et (b) indique l'origine humaine de la dystrophine exprimee. La 
dystrophine humaine est localisee sous le sarcolemne. En revanche, la collagene III de 
souris est presente dans I'espace extracellulaire entre les myofibres (figures 28(c) & 
(©)). 

Les mecanismes impliques dans la tolerance des cellules CA de invention, dans un 
contexte xenogenique, e'est & dire dans un organlsme immunologiquement tres 
different (souris mdx), restent encore £ eiucider. 

On peut toutefois supposer qu'un certain nombre de cellules situees a la perlph6rie 
externe des fibres muscuiaires joue un role c!6 dans cette tolerance. Ces cellules 
peuvent jouer un role ^immunosuppression locale en synthetisant des facteurs 
immunossupressifs comme par exemple des cytokines anti-inflammatoires type Th2 
comme IL10 et/ou en exprimant e leur surface des proteines condulsant a ('absence de 
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reconnaissance par les lymphocytes alloreactifs de I'hote (Jorgensen et al, Engineering 
mesenchymal stem cells for immunotherapy, Gene Therapy 10, 928-931 (2003)). 



Ces cellules peuvent Ggalement induire une tolerance gen6raiis6e en permettant une 
re-education du systeme immunitaire de I'hote. La presence de cellules souches CA 
humaines dans le thymus et la rate de ITidte renforce ce type d'hypoth^se (Fandrich F 
et al, « Preimplantation-stage stem celts induce long-term allogeneic graft acceptance 
without supplementary host conditioning », Nat. Med 8, 171-178 (2002). 



Ces r6sultats d6montrent I'immunoprivilSge des cellules humaines CA de invention qui 
sont capables de reg6n§rer le muscle sans etre rejetees. Ces cellules offrent ainsi de 
nombreuses perspectives de therapies cellulaires en allotransplantation. Notamment, pour 
les maladies g6n6tiques comme les myopathies oO les autotransplantations en P6tat sont 
impossibles, I'utilisation de cellules similaires a la primo2CA constituerait une bonne 
alternative th6rapeutique. 
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REVENDICATIONS 



1 . Cellule souche humaine multipotente et adulte, caracteris£e en ce qu'elle pr£sente : 

i) une activite telorrterase significative, 
il) un phtenotype HLA Classe I n6gatif, 
Hi) un caryotype normal, 

iv) une capacite 3 rentrer en quiescence, 

v) une capacite d'autorenouvellement conserve pendant au moins 130 doublements de 
population, 

2. Cellule souche selon la revendication 1, caracteris6e en ce qu'elle a une capacite 
d'autorenouvellement conserve pendant au moins 200 doublements de population. 

3. Cellule souche selon la revendication 1 ou 2, caracteris£e en ce qu'elle est susceptible d'§tre 
isotee & partir de tissu adipeux humain. 

4. Cellule souche selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracteris£e en ce 
qu'elle est capable de se difterencier en cellule d'origine endodermique ou ectodermique ou 
nrtesodermique. 

5. Cellule souche selon la revendication 4, caracteris£e en ce qu'elle est capable de se 
difterencier en adipocyte, en osteoblaste, en myocyte, en chondrocyte ou en cellule 
endothelial. 

6. Cellule souche selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracteris<§e en ce 
qu'elle prSsente une activite telorrterase correspondant e au moins 20 % de I'activite telorrterase 
d'une Iign6e ceilulaire de reference. 

7. Cellule souche selon i'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
qu'elle exprime le facteur de transcription Oct-4, et/ou Rex-1 . 

8. Cellule souche selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
qu'elle peut exprimer au moins un transgdne. 

9. Population de cellules comportant une pluralite de cellules selon Tune quelconque des 
revendications 1, ou 51 a 54, caracterisee en ce qu'elle est depourvue d'adipocytes, de 
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fibroblastes, de preadipocytes, de cellules endothelials, de pericytes, de mastocytes, de 
cellules de muscle lisse. 

10. Population de cellules selon la revendicatlon 9 caracterisSe en ce qu'eile est clonale. 

11. Population de cellules selon Tune quelconque des revendications 9 a 10, caracteris6e en ce 
qu'elle devient quiescente apres environ 60 doublements de population. 

12. Population de cellules selon la revendication 11, caracterisSe en ce qu'elle est capable de 
proliferer en presence de facteurs de croissance tels que le facteur de croissance fibroblastique 
basique (bFGF), le PDGF, I'EGF, le NGF, le SCF. 

13. Proc6d6 d'obtention de cellules souches humaines multipotentes, comprenant les etapes 
suivantes : 

- mise en culture de cellules provenant d'un preievement de tissu humain, notamment de 
tissu adipeux humain, 

selection de deux sous-populations cellulaires, dites population « CA » et population 
« CS », la population CA presentant une Vitesse d'adhesion inferieure a 12 heures, et la 
population « CS » presentant une Vitesse d'adhesion sup6rieure a 12 heures, 

- enrichissement de la population « CA » jusqu'a I'obtention d'une population de cellules 
quiescentes, 

Induction d'une proliferation des cellules souches de la population « CA ». 

14. Precede selon la revedication 13, comprenant les etapes suivantes : 

a) digestion enzymatique d'un preievement de tissu adipeux, 

b) recuperation d'une fraction cellulaire depourvue d'adlpocytes, contenant tous les types 
cellulaires presents dans la preparation obtenue selon (a), e I'exception des adipocytes, 

c) culture in vitro pendant au moins 12 heures, de la fraction cellulaire obtenue selon I'etape 

<b>. 

d) selection des deux sous-populations cellulaires, « CA » et « CS », 

e) enrichissement de la population « CA » jusqu'a I'obtention d'une population de cellules 
capables d'entrer dans un etat de quiescence, 

f) eventuellement, induction d'une proliferation des cellules souches de la population 
« CA ». 

15. Procede selon la revendication 13 ou 14, caracterise en ce que le preievement de tissu adipeux 
provient d'un enfant sain ag6 de moins de 10 ans. 
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16. Procede selon Tune quelconque des revendications 13 a 15, caracteris6 en ce que le 
prelevement de tissu adipeux est un pr6levement de tissu extramedullar, provenant par 
exemple de la region ombilicale ou de la region publenne ou de la region inguinale ou de la 
region p§rin6ale ou de la region abdominale, ou de la region sous-cutan6e. 

17. ProcSde selon la revendlcation 13 ou 14, caracterisS en ce que la proliferation induite selon 
I'etape (f) est une proliferation intensive induite par addition d'un facteur de croissance. 

18. ProcSde selon la revendlcation 14, caracteris6 en ce que la digestion enzymatique selon l^tape 
(a) s'effectue par mise en contact du pretevement de tissu adipeux avec une preparation de 
collag^nase pendant une dur6e maximum de 10 minutes. 

19. ProcSde seion la revendication 14, caracteris6 en ce que la fraction cellulaire dSpourvue 
d'adipocytes est obtenue par la mise en ceuvre d'une 6tape domination des adipocytes, par 
exemple par centrifugation. 

20. Proc6d6 selon la revendication 14, caracteris6 en ce que la fraction cellulaire mise en culture 
selon I'Stape (c) ne subit aucune etape de filtration avant d'Stre mise en culture. 

21. Proc6de selon la revendication 14, caracterisS en ce que I'Stape de culture (c) s'effectue dans 
un milieu de culture additionn6 de s§rum foetal sans ajout d'autres facteurs de croissance. 

22. Proc&te selon la revendication 14, caract§ris§ en ce que, lors de I'etape de culture (e), un 
transfert cellulaire est effectu6 lorsque les cellules arrivent & 80% de confluence, le transfert 
etant effectu6 a une densite d'ensemencement d'environ 1000 & 3500 cellules / cm 2 . 

23. Procede selon la revendication 13 ou 14, caract6rise en ce que la population «CA» devient 
quiescente apr£s environ 60 doublements de population. 

24. Proc&te selon la revendication 15, caracterise en ce que ie facteur de croissance employe lors 
de I'etape (f) est choisi parmi le bFGF, le PDGF, PEGF, le NGF, le SCF. 

25. Cellules souches susceptibles d'etre obtenues par la mise en ceuvre du proc£d6 selon Tune 
quelconque des revendications 13 & 24. 

26. Cellules souches selon Tune quelconque des revendications 1 & 12 ou 25, pour une utilisation 
en therapie. 
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27. Cellules souches selon la revendication 26 caracterlsees en ce que la therapie comporte la 
transplantation de cellules chez un indivldu, suivie de la differentiation des cellules et la 
regeneration de tissu In vivo. 

28. Cellules souches selon la revendication 26 caracterisees en ce que la transplantation est 
allog6nique. 

29. Utilisation d'une cellule selon Tune quelconque des revendications 1 & 8 ou 25, ou d'une 
population de cellules selon Tune quelconque des revendications 9 6 12, pour la fabrication d'un 
produit therapeutique pour la regeneration de tissu in vivo. 

30. Utilisation selon la revendication 29, caracterisee en ce que le tissu est un tissu osseux. 

31 . Utilisation selon la revendication 29, caracterisee en ce que le tissu est un tissu adipeux. 

32. Utilisation selon la revendication 29, caracterisee en ce que le tissu est un muscle, ou un tissu 
endothelial. 

33. Procede pour la production de cellules differenciees du lignage mesodermique, caracferise en 
ce que Ton cultive des cellules souches selon Tune quelconque des revendications 1 £ 13 ou 25 
& partir de la confluence, en presence d'un milieu de differentiation. 

34. Procede selon la revendication 33, caracferise en ce que les cellules souches sont 
ensemencees e une densife d'environ 10 000 6 25 000 cellules / cm 2 . 

35. Procede selon la revendication 33 ou 34, caracferise en ce que le milieu de culture est un milieu 
permettant la differentiation en adipocytes. 

36. Proc6d6 selon la revendication 33 ou 34, caracferise en ce que le milieu de culture est un milieu 
permettant la differentiation en osfeoblastes. 

37. Procede selon la revendication 33 ou 34, caracferise en ce que le milieu de culture est un milieu 
permettant la differentiation en myocytes, ou un milieu angiogenique. 

38. Procede de criblage permettant d'identifier des agents susceptibles de moduler la 
differentiation de cellules en cellules du lignage mesodermique, caracferise par : 
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a) la mise en culture de cellules souches selon I'une quelconque des revendications 1 a 13 
ou 25 dans des conditions permettant leur differentiation en cellules du lignage 
nrfesodermique, en presence d'un agent candidat, 

b) comparaison de la differenciation des cellules en presence de I'agent candidat avec la 
differentiation en I'absence de I'agent candidat . 

39. Proc6d§ selon la revendication 38 caracteris6 en ce que les conditions de culture permettent la 
differenciation en adipocytes. 

40. Proc6d6 selon la revendication 38 caracterisS en ce que les conditions de culture permettent la 
differenciation en osteoblastes. 

41. ProcedS selon la revendication 38 caracferisS en ce que les conditions de culture permettent la 
differenciation en myocytes. 

42. Proc<§de selon la revendication 38 caracterise en ce que I'agent susceptible de modular la 
differenciation est une substance anti-differenciatrlce. 

43. Proc&fe de criblage permettant d'identifier des agents susceptibles de presenter une activity 
lipolytique, caracferis6 par : 

a) la mise en culture de cellules souches seion I'une quelconque des revendications 1 & 13 
ou 25 dans des conditions permettant leur differenciation en adipocytes, 

c) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidat, 

d) Evaluation de I'activife lipolytique de I'agent candidat 

44. Procddft de criblage permettant d'identifier des agents susceptibles de presenter une activity 
anti-lipolytique, caracteris6 par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon I'une quelconque des revendications 1 a 13 
ou 25 dans des conditions permettant leur differenciation en adipocytes, 

b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidat, en presence d'un 
agent lipolytique, 

c) evaluation de I'activite antMipolytique de I'agent candidat. 

45. Proc6d<§ de criblage permettant d'identifier des agents susceptibles de presenter une activite 
Insulino-sensibilisante, caracferise par : 

a) la mise en culture de cellules souches selon I'une quelconque des revendications 1 a 13 
ou 25 dans des conditions permettant leur differenciation en adipocytes, 

b) mise en contact des adipocytes ainsi obtenus, avec un agent candidat, 
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c) Evaluation de I'activite insulino-sensibilisante de I'agent candidal. 

46. Utilisation des cellules souches selon I'une quelconque des revendications 1 & 13 ou 25 dans la 
cosnrtetique. 

47. Composition cosnrtetique comprenant une plurality de cellules selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 13 ou 25, en association avec un excipfent, v^hicule, solvant, colorant, 
parfum, antibiotfque ou autres additifs acceptables dans les produits cosirtetiques. 

48. Composition pharmaceutique comprenant une plurality de cellules selon I'une quelconque des 
revendications 1 & 13 ou 25, en association avec un excipient acceptable du point de vue 
physiologique. 

49. Cellule humaine multipotente et adulte, dite cellule « CS », caracterisee en ce que 

i) elle a un phenotype HLA Classe I nSgatif, 

ii) elle a un caryotype normal, 

iii) elle prSsente une capacity d'autorenouvellement conservee pendant environ 40 a 60 
doublements de population, 

iv) elle n'est pas capable de rentrer en quiescence, 

v) sa Vitesse de proliferation n'est pas affectee par le LIF. 

50. Population cellulaire humaine multipotente, dite population « CS », comportant une plurality de 

cellules selon la revendication 49. 

51. Cellule souche selon I'une quelconque des revendications 1 a 8 caracterisee en ce qu'elle 

prSsente le phenotype suivant : 
HLA classe I negative 
HLA classe II negative 
CD3 negative 
CD13 positive 

52. Cellule souche selon I'une quelconque des revendications 1 a 8 ou 51 caracterisee en ce 
qu'elle prSsente un phenotype CD13 positive en presence de 10% de s6rum de veau foetal. 

53. Cellule souche humaine multipotente et adulte, caracterisee en ce qu'apres avoir atteint la 
quiescence, elle prSsente, de fagon stable, le pttenotype suivant in vitro : 

HLA classe I negative, 
HLA classe II negative, 
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CD3 negative, 
CD 13 positive, 
LIF-R negative, 
Oct-4 positive, 
Rex-1 positive, 
ABCG2 positive, 

et en ce qu'elle a un caryotype normal, et une activite telomSrase significative. 

Cellule selon la revendication 53, caracterisSe en ce qu'elle pr6sente in vivo un comportement 
immunopriviligi6 et une capacity & migrer a l'6tat non difference. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 7 
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FIGURE 8 
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FIGURE 10 
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FIGURE 12 
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FIGURE 16 



WO 2004/013275 



PCT/FR2003/002439 



17/32 



i\ "■ I ," s . 'if ' 



SMI 



FIGURE 17 



WO 2004/013275 



PCT/FR2003/002439 



19/32 



Etape (a) 

Pretevement de tissu adipeux 
humain 



Etape (b) 

Recuperation d'une fraction 
cellulaire depourvue 
d'adipocytes 



Etape (c) 

Culture in vitro de la fraction 
cellulaire obtenue selon Fetape 
(b) pendant au moins 12 heures 



1ZL 



Etape (dj) 
Selection d'une population « CA », 
presentant une vitesse d'adhesion 
inf&ieure 412 heures 



Etape (d 2 ) 

Selection d'une population « CS », 
presentant une vitesse d'adhesion 
sup6rieure & 12 heures 
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